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Resumen y Abstract XI 
 
Resumen 
Las ATPasas tipo P hidrolizan ATP y usan la energía liberada para transportar iones a 
través de membranas plasmáticas en contra de gradientes electroquímicos, lo que las 
hace esenciales para la viabilidad celular. La distribución y función de estos 
transportadores en las micobacterias es pobremente entendida en la actualidad. En el 
presente estudio, se construyeron perfiles probabilísticos basados en modelos ocultos de 
Markov para identificar y clasificar las ATPasas tipo P del complejo tuberculoso (MTBC) 
de acuerdo con el tipo de iones posiblemente transportados por ellas. Se analizaron sus 
topologías, perfiles de hidrofobicidad y motivos conservados para correlacionar las 
secuencias de aminoácidos de las ATPasas tipo P micobacterianas con sus posibles 
especificidades iónicas. Finalmente, se construyeron los útiles génicos necesarios para 
la caracterización molecular In vitro de CtpF, un posible transportador de cationes 
alcalinos/alcalinotérreos de Mycobacterium tuberculosis, así como del factor de virulencia 
MgtC. 
 
Palabras clave: Tuberculosis, micobacterias, ATPasas tipo P, bioinformática, clonación, 
Recombinería, MgtC. 
 
 
Abstract 
P-type ATPases hydrolyze ATP and release energy that is used in the transport of ions 
against electrochemical gradients across plasma membranes, making these proteins 
essential for cell viability. Currently, the distribution and function of these ion transporters 
in mycobacteria are poorly understood. In this study, probabilistic profiles were 
constructed based on hidden Markov models to identify and classify P-type ATPases in 
the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) according to the type of ion transported 
across the plasma membrane. Topology, hydrophobicity profiles and conserved motifs 
were analyzed to correlate amino acid sequences of P-type ATPases and ion transport 
specificity. Additionally, genetic tools were constructed for the In vitro molecular 
characterization of CtpF, a possible alkaline/alkaline earth metal cation transporter from 
Mycobacterium tuberculosis, as well as the MgtC virulence factor. 
 
Keywords: Tuberculosis, mycobacteria, P-type ATPases, bioinformatics, cloning, 
recombineering, MgtC. 
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 Introducción 
 
El aumento dramático de la incidencia de la tuberculosis, que causa cerca de 10 millones 
de nuevos casos y 1,5 millones de muertes al año, pone en evidencia la necesidad de 
conocer los mecanismos responsables del éxito del bacilo tuberculoso durante la 
infección, con el fin de establecer nuevas dianas útiles en el diseño de fármacos y 
vacunas más eficientes contra la tuberculosis y más amables con el individuo afectado.  
En las micobacterias como en otras bacterias, las ATPasas tipo P han sido poco 
estudiadas, aun cuando se sabe que son enzimas fundamentales para la vida y que 
están involucradas en la defensa celular de patógenos intracelulares durante la infección. 
Estas enzimas también ayudan a preservar los gradientes iónicos a través de la 
membrana plasmática, el equilibrio osmótico y el potencial de la pared. Por lo tanto, 
resulta de mucho interés evaluar la importancia de las ATPasas tipo P en la latencia, 
patogénesis, virulencia, resistencia a antibióticos y demás aspectos responsables del 
éxito del bacilo tuberculoso, incluyendo la supervivencia por largos periodos de tiempo en 
las células fagocíticas del sistema inmune.  
En el presente trabajo se utilizaron herramientas bioinformáticas para buscar y analizar 
genes que codifiquen posibles ATPasas tipo P de algunos miembros del complejo 
tuberculoso, para luego generar herramientas  dirigidas a la caracterización molecular de 
estas enzimas. La búsqueda permitió contrastar la anotación automática de las 12 
posibles ATPasas tipo P codificadas en los genomas de estas bacterias y hacer una 
aproximación al tipo de iones transportados por ellas, mediante el análisis de las 
características propias de este tipo de proteínas, principalmente aquellas determinantes 
de la especificidad de unión a iones, logrando clasificar los 12 productos génicos en 3 
grupos: los que transportarían metales pesados (CtpA, CtpB, CtpC, CtpD, CtpG, CtpJ y 
CtpV), los que posiblemente transportaran protones, iones alcalinos y alcalinotérreos 
(CtpE, CtpF, CtpH, CtpI) y KdpB.  
De acuerdo a evidencias reportadas en la literatura, CtpF podría tener un papel 
importante durante la infección y el tratamiento de la infección tuberculosa. Por lo tanto 
en el presente trabajo se desarrollaron útiles génicos necesarios para la caracterización 
molecular in vitro de una posible ATPasa tipo P codificada por el gen ctpF de M. 
tuberculosis cepa H37Rv. Se construyeron recombinantes para la expresión controlada 
de la proteína CtpF tanto en E. coli, usando el sistema pET-19b, como en micobacterias, 
empleando el sistema lanzadera pMV261. La información suministrada por el efecto de la 
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sobreexpresión de esta proteína será de gran utilidad para estimar su papel en la 
homeostasis iónica de M. tuberculosis y su utilidad como posible diana terapéutica para 
el control de la TB. Adicionalmente, se construyó un sustrato de intercambio alélico que 
permitirá la obtención de un mutante defectivo en el gen ctpF mediante la técnica de 
recombinería de micobacterias, ya que esta estrategia inversa a la sobreexpresión de la 
proteína, permitirá contrastar los resultados obtenidos, dándoles una mayor validez, y 
permitiendo confirmar las afinidades propuestas luego de la caracterización molecular de 
la bomba. 
En paralelo se está evaluando la influencia del regulador MgtC sobre la actividad de las 
ATPasas tipo P del bacilo tuberculoso, ya que estudios previos sugieren que este factor 
de virulencia modularía su actividad dentro del macrófago. Para ello, la estrategia ha sido 
construir un recombinante de sobreexpresión de MgtC en diferentes micobacterias. 
Todas estas construcciones génicas serán el material de partida para el desarrollo de un 
trabajo integral y coordinado en una etapa posterior a la presente investigación, con el 
que se espera describir el sistema de transporte ATPasa tipo P del bacilo tuberculoso 
codificado por el gen ctpF, y la influencia de la proteína MgtC en la regulación de dicho 
transporte. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
1. Justificación 
A pesar de que la TB se consideró erradicada en las últimas décadas del siglo pasado, 
hoy por hoy está catalogada por la OMS como la principal causa de enfermedad y muerte 
alrededor del mundo a causa de un agente infeccioso [1]. Se calcula que en la actualidad 
hay cerca de dos mil millones de personas infectadas en forma latente con alguna 
micobacteria perteneciente al complejo tuberculoso, principalmente Mycobacterium 
tuberculosis [1, 2]. La magnitud del problema evidencia la necesidad de desarrollar 
nuevas herramientas que permitan erradicar definitivamente la TB en un futuro no lejano. 
Uno de los principales problemas del control de la enfermedad, es el prolongado 
tratamiento antibiótico actualmente usado, que incluye varios fármacos con graves 
efectos secundarios en el paciente [3, 4]. Por este motivo es preciso diseñar 
medicamentos dirigidos a nuevas dianas terapéuticas, que puedan evadir los 
mecanismos usados por el bacilo para resistir a la acción de los antibióticos existentes. 
Para cumplir este objetivo es necesario entender los mecanismos de la interacción 
hospedero-patógeno, y comprender cómo hace M. tuberculosis, un patógeno intracelular, 
para sobrevivir por tan largos periodos de tiempo en condiciones adversas, que incluyen 
una escasa disponibilidad de los iones esenciales dentro del fagosoma inmaduro, así 
como de los nutrientes que necesita para su supervivencia [5-9]. Por tanto, su éxito 
puede deberse en parte a que responde de manera efectiva a este microambiente y se 
adapta a él, lo que muy seguramente logra regulando el transporte de solutos a través de 
su membrana plasmática. En ello, las ATPasas tipo P deben ser indispensables, ya que 
no solo transportan cationes metálicos, sino que generan los gradientes electroquímicos 
necesarios para el transporte de otro tipo de solutos a través de membranas celulares y 
protegen a la célula de sustancias tóxicas presentes en los fagosomas [10, 11]. Por tanto, 
resulta interesante evaluar la importancia que estas enzimas tienen en la latencia, 
patogénesis, virulencia, resistencia a antibióticos y demás aspectos responsables del 
éxito del bacilo tuberculoso, incluyendo la supervivencia por largos periodos de tiempo 
dentro de las células del sistema inmune humano.  
En el presente trabajo se planteó un estudio in silico y la construcción de útiles génicos 
necesarios para la caracterización molecular In vitro de una posible ATPasa tipo P 
trasportadora de cationes alcalinos o alcalinotérreos del bacilo tuberculoso, de uso 
potencial como blanco para el diseño de fármacos que permitan un rápido y eficaz 
tratamiento de la TB. Esto se complementa con la construcción de un recombinante para 
la expresión controlada de la proteína MgtC de M. tuberculosis H37Rv, un posible 
regulador de la actividad ATPasa tipo P del bacilo tuberculoso..  
  
 
2. Marco Teórico 
La tuberculosis (TB) continúa siendo uno de los mayores problemas de salud pública del 
siglo XXI. Con el pasar del tiempo, el conocimiento sobre la infección tuberculosa ha 
aumentado sustancialmente, pero los problemas causados por ella en lugar de disminuir, 
se han incrementado debido factores como el surgimiento de la TB multidrogorresistente 
(MDR-TB) y extremadamente multidrogorresistente (XDR-TB), la persistente coinfección 
TB-virus de inmuno-deficiencia humana (VIH) [12], así como al aumento de la movilidad 
internacional desde países con alta prevalencia de la enfermedad [1]. El control de la TB 
se complica aún más debido a que cerca de dos mil millones de personas se encuentran 
infectadas en forma latente con el bacilo tuberculoso [2], de ellas, solo un pequeño 
porcentaje desarrollará la enfermedad en algún momento de la vida, el porcentaje 
restante permanecerá asintomático convirtiéndose en un reservorio permanente, no 
identificado del patógeno, facilitando más contagios. 
2.1 Breve historia de la Tuberculosis 
La TB ha jugado un papel central en la historia de la investigación biomédica, tanto así 
que se han otorgado 3 Premios Nobel por trabajos en esta área, a R. Koch, N. Finsen y 
S. Waksman [13]. 
2.1.1 Historia Ancestral 
El primero en describir la TB fue Hipócrates hace más de 2400 años en su obra 
“Epidemias”, la llamó tisis, nombre con el que se conoció hasta principios del siglo XX 
[14], pero estudios paleo-patológicos hechos a momias egipcias muestran que la TB 
estuvo presente por lo menos desde Egipto predinástico (3500-2650 AC). En América, se 
han reportado indicios de su presencia entre los años 500 y 1000, aunque se cree que 
estuvo presente desde hace más de 10 000 años. En general se ha observado que los 
registros de infección tuberculosa en humanos coinciden con el establecimiento de 
densas comunidades lo que facilitó el contagió de la enfermedad [15, 16].  
2.1.2 De Koch a la falsa victoria sobre la TB 
Tras muchos intentos rudimentarios por averiguar la naturaleza de la TB, en 1882 Koch 
describió el agente etiológico de la enfermedad: Mycobacterium tuberculosis [15]. Esto 
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permitió organizar una estrategia contra la TB basada en el desarrollo de métodos de 
detección, aislamiento de enfermos y mejora de las condiciones de vida, logrando reducir 
drásticamente la incidencia de la enfermedad. Durante las dos primeras décadas del 
siglo XX, Calmette y Guérin realizaron estudios con una cepa virulenta de M. bovis, 
sometida a pases seriados In vitro durante 13 años, al cabo de los cuales se obtuvo la 
cepa atenuada M. bovis BCG, utilizada desde entonces como única vacuna contra la TB, 
la vacuna más ampliamente suministrada en la actualidad. Esta, ha mostrado su eficacia 
contra las formas más severas de TB (meníngea y diseminada), pero resulta menos 
eficiente al tratarse de TB pulmonar [17-19]. 
El logro más importante para combatir la TB, se dio entre 1950 y 1970 con el desarrollo 
de una serie de fármacos cuya asociación se convirtió en el único tratamiento eficaz 
existente, que en casos normales asegura una tasa de curación mayor al 95% [3]. La 
quimioterapia se suministra según los lineamientos de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS), utilizando los llamados fármacos de primera línea así: los 2 primeros 
meses isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (ETH) y pirazinamida (PZA) y los 4 
posteriores solamente INH y RIF [20]. En casos complejos como durante la infección con 
cepas resistentes, se utilizan otro tipo de fármacos denominados de segunda línea [3], 
que generan una serie de inconvenientes relacionados con la larga duración, alto costo y 
efectos secundarios considerables, que causan el abandono temprano del tratamiento, 
favorecido la aparición de cepas resistentes [20].  
Mientras la biología molecular y la genética se han encargado del estudio de muchos 
microrganismos y virus desde hace más de 50 años, en el caso de la TB tal estudio inicio 
tal vez 20 o 30 años más tarde debido a múltiples factores, entre los que está la 
necesidad de laboratorios de bioseguridad para la manipulación del bacilo, así como su 
lento crecimiento [4]. Para solucionar en parte estos problemas, muchos estudios de TB 
son realizados utilizando como modelo, micobacterias avirulentas como la cepa M. 
tuberculosis H37Ra, e incluso no patogénicas de crecimiento rápido como M. smegmatis 
[17].  
En general, la investigación de los últimos 2 siglos aportó métodos de diagnóstico, 
agentes terapéuticos y preventivos, tanto así que la TB se consideró un problema 
resuelto, por lo que tras el diseño de la actual quimioterapia (1980) la investigación en el 
área prácticamente se desvaneció, se declaró la victoria sobre la TB y los científicos que 
se encontraban trabajando en TB se centraron en otros problemas [13]. 
2.1.3 Resurgimiento de la TB 
Pese a la existencia de herramientas bien definidas para el control de la TB, está en lugar 
de debilitarse, aumentó dramáticamente su incidencia desde 1990. Hecho que ha tenido 
sus raíces en la pandemia de VIH, la aparición de cepas resistentes, la inmigración 
desde países con alta incidencia y en factores que desestabilizan el sistema inmune, 
como mala alimentación o insalubridad generalmente asociadas a la pobreza [12, 20]. 
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 Multirresistencia: Debido a la existencia poblaciones de bacilos con diferente 
comportamiento metabólico, el tratamiento de la TB es prolongado incluyendo varios 
fármacos que intentan superar las resistencias derivadas de mutaciones presentes en las 
dianas de los mismos [3]. La no adherencia estricta al tratamiento se considera la 
principal causa de aparición de cepas multirresistentes [4]. Según la OMS la MDR-TB es 
la enfermedad causada por cepas de M. tuberculosis resistentes al menos a INH y RIF, 
los fármacos más efectivos contra la TB; puede resultar de la infección primaria con una 
cepa resistente o desarrollarse durante el tratamiento [20]. Por su parte, la XDR-TB es la 
producida por cepas resistentes a INH, RIF, a una fluoroquinolona (ciprofloxacino, 
ofloxacino, moxifloxacino, levofloxacino o gatifloxacino) y a un agente inyectable de 
segunda línea (amicacina, kanamicina o capreomicina); el tratamiento estándar de 6 
meses no es efectivo contra ella, por tanto se opta por un método de 2 o más años 
usando fármacos mucho menos potentes, más tóxicos y mucho más costosos [20]. La 
OMS informa que en 2010 hubo un estimado de 650 000 casos de MDR-TB que en 
comparación a los 12 millones de casos prevalentes de TB registrados alrededor del 
mundo, son un 5,4% del total de casos, 50% de los cuales se presentaron en India y 
China [2, 20]. 
 
 Pandemia de VIH: La supresión inmune debida al SIDA incrementa el riesgo de 
reactivación de TB latente, de tal manera que pacientes coinfectados tienen 2 veces más 
riesgo de morir que aquellos infectados solo con VIH. Se ha demostrado también que 
individuos con MDR-TB y VIH tienen 9 veces más probabilidad de morir que aquellos sin 
SIDA, y en el caso de la coinfección XDR-TB/VIH la mortalidad supera el 98% [21]. La 
mayoría de casos de coinfección VIH-TB se presenta en la zona de África sub-Sahárica; 
de hecho, la TB es la principal causa de muerte de pacientes infectados con VIH en 
países en vía de desarrollo [21]. 
 
 Ineficacia de BCG: La vacuna viva BCG, derivada de la especie virulenta M. bovis, 
presenta una eficacia muy variable contra la TB pulmonar, entre 0 y 70 % de protección. 
Análisis moleculares hechos a la cepa actualmente usada como vacuna muestran que se 
han perdido una gran cantidad de genes desde la cepa original, llegando a una 
atenuación tal que dejo de ser efectiva [4]. Y dado que la cepa original de BCG no fue 
guardada, no es posible iniciar de nuevo con la versión efectiva de la vacuna [13]. 
2.2 Infección tuberculosa y TB  
La TB pulmonar es una enfermedad causada por la infección con bacilos del género 
Mycobacterium, pertenecientes al complejo tuberculoso (MTBC) [22]. La transmisión se 
da a través del aerosol expulsado de los pulmones de un individuo infectado cuando 
habla, estornuda o tose; al ingresar a un individuo sano, los bacilos se ubican en los 
alveolos pulmonares, donde son fagocitados por macrófagos del sistema inmune del 
hospedero, llevando a la formación de granulomas dentro de los cuales la bacteria puede 
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durar muchos años en estado de latencia (células viables en dormancia). Cuando se 
presente alguna deficiencia en el sistema inmune del hospedero, las bacterias podrán 
escapar de los granulomas y causar la enfermedad [1]. En una minoría de los casos (15 
a 20%), la TB puede involucrar otros órganos del cuerpo humano, al diseminarse a través 
del sistema linfático o la sangre, y causar TB extrapulmonar. Tales formas de TB, ocurren 
principalmente en personas sin acceso a un tratamiento adecuado; se presentan como 
efusiones pleurales, TB meningitis, esquelética, genitourinaria y abdominal. La TB 
gastrointestinal, por su parte resulta de la ingestión de un esputo contaminado ó de 
productos animales sin pasteurizar (provenientes de animales infectados [15]. 
 
Figura 2-1: Incidencia estimada de casos de TB registrados en 2010 [2]. (a) Situación 
mundial reportada por la OMS. (b) Situación en Colombia reportada por el INS [23]. 
 
 
(a) 
(b) 
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La TB continúa siendo la mayor causa de muerte y enfermedad por un agente 
bacteriano. En 2010, se reportaron en el mundo cerca de 8.8 millones de nuevos casos y 
1,45 millones de muertes por TB (24% en pacientes VIH positivos). El 59% de los casos 
se presentó en Asia, el 26% en África, y una baja proporción en el este del mediterráneo 
(7%), Europa (5%) y América (3%) (figura 2-1) [2]. En Colombia, el Instituto Nacional de 
Salud afirma que en 2010 se reportaron 9373 casos de TB pulmonar, 2073 de TB extra-
pulmonar y 133 casos de TB meníngea [23]. También informa que las tasas de incidencia 
(casos/100000 habitantes) más altas se presentan en los departamentos de Chocó, 
Amazonas, Quindío, y en el distrito de Barranquilla [24], los cuales, no por simple 
coincidencia, son los departamentos con los mayores índices de pobreza del país. 
2.3 El Género Mycobacterium 
Este género Mycobacterium introducido por Lehmann y Neumann en 1896 [25], se ha 
hecho notorio por sus dos principales patógenos, M. tuberculosis y M. leprae, agentes 
etiológicos de las dos enfermedades más antiguas del mundo, la TB y la lepra, 
respectivamente [26]. El género Mycobacterium es el único miembro de la familia 
Mycobacteriaceae perteneciente al orden Actinomycetales [25]. Actualmente, se cuenta 
con una completa información de este género en la base de datos “J.P. Euzéby: List of 
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature” que incluye en el género 
Mycobacterium 154 especies y 13 subespecies hasta diciembre de 2011 [25].  
Las bacterias de este género se dividen en dos grupos en función de su velocidad de 
crecimiento. Se consideran micobacterias de crecimiento rápido, si son capaces de 
formar colonias en medio sólido en menos de 7 días, como lo hace M. smegmatis; 
mientras que las micobacterias de crecimiento lento, como M. tuberculosis, requieren 
más de 7 días para generar colonias visibles en medio sólido, las que suelen ser 
infectivas [27]. Existe otra clasificación basada en la pigmentación de las colonias, en 
donde las especies fotocromógenas son las que producen pigmentos solo en presencia 
de luz, como M. marinum; las estocromógenas son las que no necesitan de la luz para 
generar la pigmentación, como M. gordonae; y las no cromógenas que como su nombre 
lo indica, no se pigmentan, como M. tuberculosis [27]. Adicionalmente, la filogenia separa 
las micobacterias en dos grandes grupos que coinciden con la clasificación dependiente 
de la velocidad de crecimiento [26]. 
2.3.1 Mycobacterium tuberculosis complex 
El MTBC incluye actualmente 7 miembros: M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. 
africanum, M. pinnipedii, M. microti y M. canetti. Entre ellos existe una muy alta identidad 
genética (superior al 99,9%), sugiriendo que provienen de un ancestro común, e incluso 
se caracterizan por tener secuencias 16S rRNA idénticas; pero a pesar de ello generan 
patologías diferentes en distintos hospederos [28, 29]. M. tuberculosis es el principal 
agente etiológico de la TB en humanos; M. bovis es el agente causal de la TB bovina y 
precursor de M. bovis BCG, bacilo de Calmette y Guérin, usado como única vacuna viva 
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para el control de la TB; por su parte, M. africanum es la especie principalmente aislada 
de enfermos de TB en países africanos [29]. Los miembros más recientes del MTBC son: 
M. pinnipedii, aislado de focas en Australia, Argentina, Uruguay, Gran Bretaña y Nueva 
Zelanda [30, 31]; M. microti  (Reed 1957) un patógeno de roedores [14] y M. canetti, un 
patógeno inusual [28]. Algunos autores incluyen a M. caprae dentro del MTBC, esta 
especie aislada inicialmente de cabras en varios países de Europa [31], se catalogó 
inicialmente como una subespecie de M. tuberculosis [32] y luego como subespecie de 
M. bovis [33]. M. caprae fue finalmente elevada a la categoría de especie en 2003 [34] y 
se nombró como parte del MTBC, pero actualmente no hace parte del MTBC anotado en 
la base de datos Taxonomy del NCBI [35]. 
2.3.2 Mycobacterium tuberculosis 
Actualmente, M. tuberculosis es el principal causante de la TB humana [15]. Estos 
bacilos rectos o ligeramente curvos miden generalmente 0,5 µm por 3 µm, son ácido-
alcohol resistentes, poseen una pared celular con estructura única crucial para su 
supervivencia [1], un tiempo de generación muy largo (~24 horas), y la capacidad de 
entrar en periodos de latencia, dificultando la acción de antimicobacterianos. La 
resistencia natural de las micobacterias a muchos antibacterianos, se debe a su compleja 
pared, así como a la presencia de enzimas modificantes como las β-lactamasas y 
sistemas de eflujo encargadas de exportar algunos tipos de antibióticos que logran entrar 
al citoplasma micobacteriano [3]. Estas bacterias presentan también comportamientos 
diferentes dependiendo de su localización. Aquellas en cavidades pulmonares (ambiente 
aerobio) se multiplican de forma activa, las encontradas dentro de macrófagos (ambiente 
microaerofílico) inician la adaptación a latencia y las confinadas en granulomas, dentro 
de un ambiente anaerobio, se replican solo ocasionalmente [3]. 
2.3.3 Genomas del MTBC 
Un paso trascendental hecho por estas áreas del conocimiento, fue determinar la 
secuencia del genoma de referencia M. tuberculosis cepa H37Rv en 1998 [36], así como 
el de otras micobacterias, paso que se ha convertido en una revolución investigativa que 
ha permitido obtener a la fecha incalculable conocimiento sobre expresión génica, dianas 
de medicamentos, factores de virulencia y latencia, necesario para el desarrollo de 
nuevas herramientas que permitan controlar la TB. Existen a la fecha 10 genomas de 
miembros del MTBC completamente secuenciados, ensamblados y anotados [37]; estos 
son frecuentemente usados como referencia para la anotación de otros genomas del 
género Mycobacterium, sobre los que hay en la actualidad un gran volumen de proyectos 
de secuenciación. La identidad de las 10 especies o cepas del MTBC cuyo genoma ha 
sido secuenciado, así como algunos aspectos generales se muestran en la tabla 2-1. 
Como se observa ninguna cepa de M. microti, ni de M. pinnipedii ha sido aún 
secuenciada. 
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Tabla 2-1: Genomas de miembros del MTBC secuenciados, ensamblados y anotados 
hasta el año 2011 [37]. NC_ hace referencia a los números de acceso RefSeq del NCBI.  
 
Genoma Determinación de la Secuencia NC_ Año 
M. africanum GM041182 Sanger Insititute 015758 2011 
M. bovis AF2122/97 Sanger Institute [38] 002945 2003 
M. bovis BCG Pasteur 1173P2 Pasteur Institute [39] 008769 2007 
M. bovis BCG Tokyo 172 Japan BCG Laboratory [40] 012207 2009 
M. canettii CIPT 140010059 NCBI 015848 2011 
M. tuberculosis CDC1551 The Institute-Genome Research [41] 002755 2002 
M. tuberculosis F11 Broad Institute 009565 2007 
M. tuberculosis H37Ra Beijing Genomics Institute 009525 2007 
M. tuberculosis H37Rv Sanger Institute [36, 42] 000962 1998 
M. tuberculosis KZN 1435 Broad Institute 012943 2007 
 
Estos genomas con alto contenido en GC (65%), tienen la información necesaria para 
que los bacilos del MTBC sinteticen todos los aminoácidos, vitaminas y cofactores 
esenciales, una gran ventaja para estos patógenos intracelulares, que les permite 
persistir por largos periodos de tiempo en fagosomas pobres en nutrientes [43, 44]. 
2.4 Envoltura celular de las micobacterias 
Se llama envoltura celular de la micobacteria a los compuestos que rodean al citoplasma 
y protegen a la bacteria del ambiente y de los mecanismos usados por el hospedero para 
su defensa; adicionalmente, es la estructura que controla la transferencia de materiales 
dentro y fuera del bacilo [45]. Esta compleja estructura posee características únicas y es 
impermeable a un gran número de compuestos, una característica en parte responsable 
de la resistencia intrínseca de las micobacterias a un gran número de antibióticos. La 
complejidad de su pared no es solo un reto para el control de la TB, sino que se convierte 
en un reto para el organismo, debido a que su mantenimiento requiere mecanismos 
especializados para que la división celular ocurra [26].  
La naturaleza química de esta envoltura particular implica que las micobacterias no 
puedan clasificarse fácilmente en bacterias Gram-positivas o Gram-negativas; por 
ejemplo, el contenido de lípidos de la envoltura de las micobacterias representa más del 
40% del peso seco de la célula, una gran cantidad comparada con el 5% que tienen las 
bacterias Gram-positivas y el 10% de las Gram-negativas [45]. Tal riqueza lipídica explica 
además la tendencia de las micobacterias a agruparse en cultivo y su propiedad de ser 
resistente a los ácidos [45]. A pesar de que las micobacterias se catalogaron como 
Gram-positivas con base en análisis taxonómicos de su DNA [26], la arquitectura en 
capas de su envoltura las asemeja más con bacterias Gram-negativas [45].    
La figura 2-2 muestra un esquema de la envoltura celular de las micobacterias que 
consiste de una membrana plasmática similar a la de otras bacterias; la que está rodeada 
por una compleja pared celular de carbohidratos y lípidos, la que a su vez está rodeada 
por una capa más externa llamada capsula (en las especies patógenas), compuesta de 
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polisacáridos, proteínas y una pequeña cantidad de lípidos [45]. Estos lípidos y proteínas 
de la cápsula se han catalogado como moléculas de señalización y efectoras de las 
micobacterias, debido a sus conocidos roles en la interacción con el sistema inmune del 
hospedero [26]. Finalmente, y aunque no se ha comprobado, las micobacterias poseen 
un compartimento entre la membrana y el peptidoglicano análogo al espacio 
periplasmático de las bacterias Gram-negativas [45]. 
2.4.1 Membrana plasmática de las micobacterias 
Esta membrana, compuesta de lípidos polares (fosfolípidos principalmente) y proteínas, 
se ordena en una bicapa lipídica similar a la de otras bacterias tanto en apariencia, 
funciones metabólicas y composición química; y a su vez, es similar entre las 
micobacterias de crecimiento rápido y lento [45]. Los lípidos polares son generalmente 
una mezcla de fosfolípidos a cuya cabeza polar se unen ácidos grasos de cadena recta, 
insaturados y mono-metil ramificados todos ellos con menos de 20 carbonos. Los 
principales constituyentes encontrados son el ácido palmítico (C16:0), el ácido 
octadecanóico (C18:1) y el ácido 10-metiloctadecanóico, también conocido como ácido 
tuberculoesteárico (C19r). En cuanto a los fosfolípidos son principalmente: fosfatidilinositol 
manosidos, fosfatidilglicerol, cardiolipina y fosfatidil-etanolamina [45]. La membrana 
plasmática de las micobacterias posee también una gran cantidad de proteínas 
fundamentales para su viabilidad; dichas proteínas de membrana son de dos clases 
según la naturaleza de las interacciones membrana-proteína: integrales y periféricas [46]. 
En las micobacterias se han identificado en la membrana pequeñas proteínas 
involucradas en el metabolismo; proteínas involucradas en procesos celulares tales como 
la unión y transporte de aminoácidos, iones, carbohidratos y ácidos orgánicos anclados a 
la bicapa lipídica [46]. 
2.4.2 Periplasma 
El espacio periplasmático en las bacterias Gram-negativas es la región localizada entre la 
membrana plasmática y la capa externa. Además del peptidoglicano, contiene gran 
cantidad de enzimas y proteínas. Si el modelo de la envoltura micobacteriana 
actualmente propuesto es correcto, entonces las micobacterias tienen un compartimento 
análogo al periplasma entre la membrana plasmática y la capa de micolatos que hace 
parte de la pared externa (ver figura 2-2) [45]. 
2.4.3 Pared celular 
Las micobacterias son inherentemente resistentes a un gran número de antibióticos. 
Gran parte de esa resistencia es atribuida a su compleja pared celular, que le confiere 
ventajas frente a condiciones de estrés, de choque osmótico o de desecación; sin 
embrago, la baja permeabilidad celular no es suficiente para explicar el nivel de 
resistencia a drogas presentada por las micobacterias [26]. 
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Figura 2-2: Representación esquemática de la envoltura celular de las micobacterias. 
En la parte inferior se observa la bicapa lipídica (por facilidad no se muestran proteínas 
de membrana). El espacio vacío hace referencia al espacio periplasmático, que limita con 
la capa de peptidoglicano (PG) – arabinogalactano (AG) mostrada como rombos azul 
claro. Los ácidos micólicos unidos covalentemente a AG-PG se muestran en color rojo. 
Una variedad de lípidos extraíbles cuya disposición no es del todo conocida se muestran 
en negro cercanos a la cápsula posicionada en la parte más externa. En color azul 
oscuro hay una porina atravesando la pared celular. Modificada de [48] y [46].  
 
 
La pared celular de las micobacterias consiste de un esqueleto covalentemente unido, 
una abundante variedad de lípidos asociados a la pared y unos pocos polipéptidos. Dicho 
esqueleto se define como el material remanente luego de remover todas las sustancias 
libres de la pared: proteínas solubles, lípidos y glicanos. Este esqueleto, responsable de 
la forma de la célula micobacteriana, es una macromolécula gigante compuesta de tres 
constituyentes unidos de forma covalente: peptidoglicano, arabinogalactano y ácidos 
micólicos [45]. El peptidoglicano está compuesto de unidades repetitivas de N-
acetilglucosamina y ácido N-acetilglicolil-murámico conectadas por cortos péptidos [45]. 
Su estructura es única de las bacterias y es entonces una excelente diana terapéutica 
[26]. El arabinogalactano, principal polisacárido de la pared celular, es un complejo 
ramificado de heteropolisacáridos constituido por arabinano y galactano en su forma 
furanosa [26]. Los ácidos micólicos, principales determinantes de la permeabilidad de la 
pared celular, son una variedad de ácidos grasos de cadena larga (60 a 90 carbonos) α-
alquilados y β-hidroxilados, que en su mayoría se unen covalentemente al 
arabinogalactano por enlaces tipo éster, aunque algunos de ellos se han encontrado en 
forma libre en la pared micobacteriana [26, 45].  
Finalmente, la existencia de una membrana externa en la envoltura de las micobacterias 
como la de las bacterias Gram-negativas, aunque aun no se ha comprobado, supone un 
problema para la captación de moléculas polares pequeñas necesarias para la nutrición. 
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Problema que  las bacterias Gram-negativas resuelven produciendo proteínas 
especializadas llamadas porinas, que forman poros hidrofílicos a través de la estructura 
de la pared celular. Este tipo de proteínas han sido encontradas en paredes de 
micobacterias de crecimiento lento y rápido y se ha corroborado que ellas se ensamblan 
espontáneamente para formar poros con propiedades características de esta familia de 
proteínas [45].           
2.4.4 Cápsula 
Este tipo de estructuras de grosor variable han sido observadas principalmente rodeando 
micobacterias patógenas de crecimiento lento, aunque se cree que las saprófitas poseen 
solo una delgada capa capsular. Están compuestas por polisacáridos y proteínas, y en 
algunos casos, glicolípidos especializados cuya interacción con los otros componentes 
no es aún clara; los polisacáridos como el glucano, son los principales componentes de 
la capa más externa de las micobacterias de crecimiento lento, y más aún de las 
patogénicas como M. tuberculosis; en cambio, las proteínas son los principales 
componentes de la capa más externa de rápidas crecedoras como M. smegmatis. Tales 
componentes de la envoltura pueden ser removidos de las bacterias cultivándolas con 
agitación en presencia de perlas de vidrio [45]. 
2.5 Transporte de nutrientes en las micobacterias 
La presencia de las grandes barreras hidrofóbicas en la envoltura de las micobacterias 
impone considerables restricciones para el transporte de solutos desde el exterior hacia 
el citoplasma de la célula y tiene importantes consecuencias en la fisiología y 
patogénesis [47]. Los ácidos micólicos facilitan la entrada de moléculas hidrofóbicas, así 
como la de algunos antimicobacterianos muy activos, como las fluoroquinolonas y las 
rifamicinas [26]. Como se mencionó previamente, la envoltura celular de las 
micobacterias posee propiedades similares a las de las bacterias Gram-negativas, y por 
ello se ha propuesto que el transporte a través de su envoltura debe tener características 
en común con el transporte en las bacterias Gram-negativas [47]. Por ejemplo, los 
compuestos hidrofóbicos (en particular los no-electrolíticos) penetran la pared 
disolviéndose temporalmente en su componente lipídico; los compuestos pequeños e 
hidrofílicos se difunden a través de porinas; los compuestos policatiónicos, al parecer 
desorganizan la membrana externa, mediando su propia captación en un proceso 
llamado “captación autopromovida” y finalmente algunos compuestos en particular, que 
son específicamente captados por proteínas transportadoras [47]. 
Las porinas de la pared externa de las micobacterias son canales proteicos 
fundamentales en la captación de los nutrientes, pero no son específicas a ellos [47]. M. 
smegmatis expresa una proteína tipo porina llamada MspA ausente en M. tuberculosis, 
encargada de la captación de carbohidratos, aminoácidos y fosfato, entre otros solutos. 
En cambio, las porinas de M. tuberculosis son al parecer distintas, debido probablemente 
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a los diferentes estilos de vida de estos dos bacilos y a la disponibilidad de nutrientes en 
sus hábitats naturales: el suelo en el caso de M. smegmatis y el cuerpo humano en el 
caso de M. tuberculosis [47]. Particularmente, la proteína tipo porina OmpATb, presente 
solo en micobacterias patógenas, muestra una tendencia a cerrar su canal en pH ácido, 
pudiendo ayudar a la supervivencia del bacilo durante la infección [26]. 
Los nutrientes que logran atravesar la parte externa de la pared celular necesitan 
atravesar el periplasma, pero este proceso aun es desconocido en las micobacterias. 
Luego estos nutrientes deben cruzar la membrana plasmática a través de proteínas 
transportadoras específicas, frecuentemente en contra de un gradiente de concentración, 
usando la energía de la célula. Entre ellos se tienen transportadores para carbohidratos, 
lípidos, compuestos fosforados, sulfurados y nitrogenados, así como para aminoácidos y 
cationes inorgánicos [47]. 
Análisis genómicos reportados en la base de datos TransportDB [48] y relacionados 
brevemente en la tabla 2-2, han revelado que M. tuberculosis H37Rv, M. bovis 
AF2122/97, M. bovis BCG Pasteur y M. smegmatis mc2155 poseen un amplio repertorio 
de transportadores: 148, 153, 164 y 423, respectivamente [49]. A pesar de tal cantidad de 
transportadores predichos en M. tuberculosis, hasta el 2008 solo se habían descrito unas 
pocas bombas tipo ABC y MFS (Ver figura 2-3b), mientras que en M. smegmatis se 
habían descrito una gran cantidad (figura 2-3a) [47]; lo que se debe probablemente a la 
dificultad de  manipular tanto en laboratorios como genéticamente a M. tuberculosis [50]. 
La identificación sistemática y caracterización bioquímica y estructural de los 
transportadores del bacilo tuberculoso puede no solo ser interesante para el 
entendimiento de la fisiología del patógeno, sino también puede usarse para crear 
quimioterapias para el tratamiento de la TB.
 
Figura 2-3: Esquema de los transportadores de la membrana interna descritos en (a) 
M. smegmatis y (b) M. tuberculosis. Se muestran proteínas dependientes de ATP (ABC, 
rojo), del sistema fosfotransferasa (PTS, amarillo), de la superfamilia principal de 
facilitadores (MFS, verde), de la familia de proteínas intrínsecas importantes (MIP, azul 
oscuro), y de la superfamilia de soluto-sodio (SSS, azul claro). La membrana externa no 
se muestra por claridad. (Imagen tomada de [47]). 
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Tabla 2-2: Lista de los transportadores de membrana plasmática predichos a partir de 
la información genómica de M. tuberculosis H37Rv, M. bovis AF2122/97, M. bovis BCG 
Pasteur y M. smegmatis mc2155 [49]. Cabe aclarar que muchos de ellos han sido ya 
caracterizados a nivel de proteínas (figura 2-3). La tabla permite comparar fácilmente el 
espectro de transportadores de una micobacteria saprófita como M. smegmatis con el de 
patógenos intracelulares como M. tuberculosis y M. bovis, los que al estar en ambientes 
completamente diferentes requieren otro tipo de mecanismos para comunicarse con el 
exterior celular. Los asteriscos (*) hacen referencia a transportadores tipo ATPasas. 
 
Transportadores M. t. 
H37Rv 
M. b. 
AF2122/97 
M. b. BCG 
Pasteur 
M. s. 
mc
2
155 
Dependientes de ATP     
Familia ABC* 44 44 47 109 
Familia ArsAB 6 3 3 3 
Familia F-ATPasas* 1 1 1 1 
Familia IISP - - 3 8 
Familia P-ATPasas* 12 12 12 6 
Familia S-DNA-T - - - 1 
Canales iónicos 5 6 8 16 
Secundarios 78 85 88 258 
Sistema fosfotransferasa PTS - - - 5 
Sin clasificar 2 2 2 16 
2.6 Proteínas de membrana plasmática 
Las proteínas transmembranales están involucradas en una gran variedad de procesos 
biológicos vitales incluyendo el transporte de moléculas solubles en agua, flujo de 
información y producción de energía; por ello, este tipo de proteínas son importantes 
dianas de agentes farmacológicos. A pesar de los esfuerzos significativos para 
determinar la estructura de dichas proteínas, a la fecha solo se cuenta con unos pocos 
cientos de estructuras tridimensionales determinadas experimentalmente [51]. En cuanto 
a los transportadores de membrana plasmática, una clase importante de proteínas de 
membrana, surgieron de eventos de duplicación, triplicación y cuadruplicación 
intragénica, eventos de fusión génica, splicing, deleción e inserción, contribuyendo a su 
diversidad topológica; por ello, la pérdida de similitud estructural tridimensional no puede 
ser usada como un indicativo de orígenes independientes [52]. Las proteínas 
transmembranales tienen una estructura secundaria común, donde las α-hélices de la 
membrana se orientan de forma paralela en un paquete helicoidal, mientras que las hojas 
β forman un barril para minimizar su energía conformacional dentro de la membrana 
lipídica. La topología hace referencia a la ubicación de los segmentos transmembranales 
(TMS) y de los N- y C-terminales [51].  
Las proteínas de membrana son una clase específica de proteínas con propiedades 
fisicoquímicas particulares. Su inserción parcial o total en la membrana genera dos 
interfaces diferentes: una polar y la otra hidrofóbica, lo que se considera la principal 
dificultad para la generación de cristales [53]. Esta situación conlleva a una característica 
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básica que permite la predicción de la topología de las proteínas de membrana, que es la 
composición diferencial de residuos expuestos a los ambientes polares y apolares. En 
particular, en las proteínas de membrana α, los residuos hidrofóbicos son más 
abundantes en los segmentos α-hélice que en los loops. También existen diferencias 
entre la composición de los loops internos y externos, siendo el primero más rico en 
residuos positivamente cargados [53]. 
2.7 Enzimas ATPasas 
Las ATPasas transportadoras son de 4 tipos distintos, P, F, V y ABC; se encuentran en 
todas las formas de vida y poseen tres características en común: existen en membranas 
biológicas, hidrolizan ATP y transportan sustancias a expensas de dicha hidrólisis. Por su 
modo de acción, las ATPasas tipo P y ABC se consideran nanomáquinas sencillas, 
mientras que las F y V operan como nanomáquinas dobles [54]. 
2.7.1 ATPasas tipo P 
Estas proteínas se encargan del transporte activo de cationes y lípidos a través de 
membranas biológicas en contra del potencial electroquímico y a expensas de la 
hidrólisis del ATP. Se catalogan “P” debido a que se fosforilan durante cada ciclo 
catalítico en un residuo conservado de aspartato, en la secuencia consenso DKTGTLT, 
debido a lo que son inhibidas por ortovanadato con el que forman un estado de transición 
análogo, pero irreversible. Estas proteínas son esenciales para todas las formas de vida 
ya que interconvierten la energía metabólica en gradientes electroquímicos 
aprovechados para procesos de captación de nutrientes que pueden ser ligandos de 
metaloenzimas ó sustratos encargados de la señalización celular. Se clasifican 
filogenéticamente en 5 subfamilias, P1-P5 que se subdividen a su vez en subgrupos A, B, 
etc. [55]. Difieren en su regulación y afinidad por los sustratos, pero comparten el 
mecanismo de reacción que depende de los cambios conformacionales de sus dominios 
estructurales [10, 56]. La tabla 2-3 relaciona las principales características y 
representantes de cada subgrupo y se muestra su equivalencia con el sistema de 
clasificación funcional y filogenética de todos los transportadores de la naturaleza 
denominado TC, que es aceptado y utilizado UniprotKB [57].  
Las ATPasas tipo P son proteínas de membrana con masas moleculares entre 70 y 150 
kDa conservadas en estructura tridimensional, más que en secuencia de aminoácidos. 
Poseen sus extremos N- y C-terminales hacia el lado citoplasmático de la membrana. Su 
forma global es elongada respecto a la membrana, siendo 3 veces más larga que ancha. 
El extremo N-terminal forma la gran cabeza citoplasmática caracterizada por formar 2 
grandes loops en los que se ubican los principales sitios activos de la enzima. Por su 
parte, el extremo C-terminal está embebido casi en su totalidad en la membrana [10, 55-
57]. Exhiben 5 dominios funcional y estructuralmente diferentes: tres citoplasmáticos (A, 
actuador; N, unión a nucleótido; y P, fosforilación) y dos embebidos en la membrana (T, 
transporte; y S, soporte específico de la clase). En la figura 2-4 se observa la disposición 
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de estos dominios en la estructura global de una ATPasa tipo P [10, 55-57]. Durante cada 
ciclo catalítico el dominio P es fosforilado en un residuo de aspartato, por acción del 
dominio N (actividad proteín-quinasa) y posteriormente defosforilado por el dominio A 
(actividad fosfatasa) [10, 56]. 
El dominio de fosforilación (P), es el mejor conservado debido a que posee la 
secuencia característica DKTGTLT sobre la cual se da la fosforilación reversible en el 
aspartato inicial (mostrado en negrilla). Posee otras dos secuencias conservadas 
encargadas de la coordinación del Mg2+ unido al ATP (TGDN y GDGXND) [10, 56]. 
El dominio de unión a nucleótido (N), es una inserción modular en el dominio P, cuyo 
contacto con el ATP se da por la parte adenosina de la molécula, dejando los 3 fosfatos 
alejados del sitio de unión, ubicando el fosfato  cerca del aspartato que se fosforila, por 
acción de su actividad proteín-quinasa. Es el más variable de los 3 dominios 
citoplasmáticos, tanto en tamaño como en secuencia, suele conservarse únicamente el 
núcleo central (de unión directa al ATP) [10, 55-57]. 
El dominio actuador (A), citoplasmático y pequeño ubicado en el extremo N-terminal de 
la proteína, exhibe actividad fosfatasa y se encarga de la defosforilación de la enzima. 
Posee el motivo invariable TGE; dentro de una secuencia global bastante conservada, 
que no depende en gran medida de la afinidad de transporte de la enzima. Algunas 
ATPasas tipo P, especialmente aquellas encargadas del transporte de metales pesados, 
tienen largas colas N-terminales fusionadas al dominio A que incluyen 2 o más 
segmentos transmembranales adicionales, motivos de unión a los iones y posibles 
actividades regulatorias aun sin demostrar [10, 55-57].
 
Figura 2-4: Organización estructural de las ATPasas tipo P (tomada de [10]). A la 
izquierda se observa un modelo de cintas de la estructura cristalina de una Ca2+-ATPasa 
SERCA2a (ID PDB 1T5S) [58]. A la derecha, una representación esquemática de la 
misma estructura con los dominios en letras mayúsculas. 
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El dominio de transporte (T), está formado por seis hélices transmembranales y 
soporta el o los sitios de unión al ion ubicados generalmente en la mitad de uno de los 
segmentos hidrofóbicos. Es un dominio muy flexible que se mueve bastante durante el 
ciclo catalítico permitiendo el paso (asociación/disociación) de los sustratos transportados 
a través de los canales formados por las hélices hidrofóbicas 2, 4 y 6. Aunque presentan 
baja identidad de secuencia entre las diferentes ATPasas tipo P, su estructura 
tridimensional es muy similar entre ellas. Los sitios de unión al ion están ubicados 
estrictamente a la medida para acomodar diferente número de iones con diferentes 
cargas, radios y geometrías de coordinación [10, 55-57].  
El dominio soporte específico de la clase (S), es un dominio auxiliar que provee un 
soporte al dominio de transporte, con funciones especializadas como sitios adicionales 
para la coordinación de los iones, por ello no es muy conservado a lo largo de la 
superfamilia. A diferencia del dominio T, el S es mucho más rígido sin muchas 
variaciones conformacionales durante el ciclo catalítico. Puede ubicarse en los extremos 
N o C- terminal o en ambos [10]. 
En cuanto al mecanismo catalítico, se ha propuesto un modelo llamado ciclo de Post-
Albers, que alterna mediante cambios conformacionales entre dos formas de la enzima 
llamadas E1 y E2. El modelo propone que la forma E1 es fosforilada para producir E1-P 
que espontáneamente se convierte en E2-P, la que al defosforilarse genera E2 que al final 
se convierte de nuevo y espontáneamente en E1. El movimiento de los iones a través de 
la membrana ocurre simultáneamente con la transición de E1-P a E2-P y de E2 a E1. La 
teoría propone que los sitios de unión al ion presentes en el centro del dominio T alternan 
entre estados de alta y baja afinidad hacia los sustratos. En la conformación E1, los sitios 
de alta afinidad están expuestos hacia el lado citoplasmático, mientras que en la 
conformación E2 dicha afinidad disminuye liberando los sustratos al otro lado de la 
membrana; la entrada de iones se da de formas similares solo que con afinidades 
contrarias [10, 56]. En general, a pesar de que todas estas bombas poseen similares 
organizaciones estructurales y mecanismos de reacción, existen entre ellas grandes 
variaciones individuales que permite un transporte controlado y selectivo.
 
Tabla 2-3: Clasificación filogenética de la superfamilia de ATPasas tipo P [57, 59]. 
 
Familia TC Sustrato # de TMS Eucariotas Procariotas 
PIIC 1 Na
+
/K
+
, H
+
/K
+
 1-10 + + 
PIIA 2 Ca
2+
 (SERCA) 1-10 + + 
PIIB 2 Ca
2+ 
(PMCA) 1-10 + - 
PIIIA 3 H
+
 1-10 + + 
PIIIB 4 Mg
2+
 1-10 + + 
PIB 5 Cu
+
, Cu
2+
 A,B,1-6 + + 
PIB 6 Ag
+
, Cd
2+
, Zn
2+
, Pb
2+
, Co
2+
 A,B,1-6 + + 
PIA 7 K
+
 7 - + 
PIV 8 Fosfolípidos 1-10 + - 
PIID 9 K
+
 ó Na
+
 1-10 + + 
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2.8 Proteína MgtC 
En Salmonella Typhimurium, MgtC es una proteína integral de membrana de ~23 kDa de 
función desconocida, relacionada con la adaptación a bajas concentraciones de Mg2+ y 
pH’s ácidos [60]. Ya que el Mg2+ es un catión esencial para todos los organismos, los 
bajos niveles de él son una estrategia común usada por las células hospederas para 
evitar el crecimiento intracelular de patógenos [60]. Aunque el mgtC es cotranscrito con el 
transportador mgtB, se sabe que MgtC no es requerida para su función [60]. 
En las micobacterias, no se considera un ancestro común para la proteína MgtC, ya que 
como se muestra en la figura 2-5, está presente en solo 6 de las especies de crecimiento 
lento incluyendo M. tuberculosis y en ninguna de las de crecimiento rápido, como M. 
smegmatis, incapaz de multiplicarse dentro de macrófagos [61, 62]. Por ello se planteó la 
hipótesis que el mgtC fue adquirido por transferencia horizontal de genes durante la 
evolución bacteriana [62], haciéndose necesario para el crecimiento intra-macrófago y la 
virulencia in vivo de M. tuberculosis [63], Brucella suis y S. enterica [60]. Estos patógenos 
filogenéticamente distantes deben tener mecanismos similares para proliferar dentro de 
los ambientes hostiles de los macrófagos, resistiendo a productos microbicidas, 
adquiriendo o fabricando nutrientes escasos en los fagosomas [63] y evitando la fusión 
fagosoma-lisosoma [64]. Por tanto resulta interesante usar los modelos descritos en 
Salmonella para evaluar comportamientos de M. tuberculosis. Recientemente se ha 
afirmado que la proteína MgtC de S. enterica serovar Typhimurium puede modular la 
actividad de ATPasas tipo P de células eucariotas [61]. Se demostró que la expresión de 
MgtC puede tener un efecto en la homeóstasis iónica celular mediante la modulación de 
la actividad Na+/K+ ATPasa [61]. Se propone que durante la infección, MgtC puede 
funcionar como una subunidad de la Na+/K+ ATPasa de la célula hospedera o como un 
activador directo o indirecto de las ATPasas tipo P del hospedero, pero todo esto es aún 
incierto y requiere comprobación [61, 64]. Retamal y colaboradores caracterizaron el 
factor de virulencia MgtC de S. enterica serovar Typhi, estableciendo que es el factor de 
virulencia más importante codificado en la isla de patogenicidad tres de S. Typhi, ya que 
su expresión es inducida por bajas concentraciones de Mg2+, medios ácidos y por el 
regulador transcripcional PhoP [60].
 
Figura 2-5: Árbol filogenético que evidencia la distribución del gen mgtC a lo largo de 
las especies micobacterianas, basándose en secuencias de 16s RNA. Tomado de [63].  
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2.9 Recombinería en micobacterias 
La recombinería de micobacterias es una innovadora técnica desarrollada en 2007, que 
intenta superar los inconvenientes relacionados con la construcción de mutantes de este 
tipo de bacterias. Dichos problemas se derivan principalmente de su patogenicidad, 
captación ineficiente de DNA, tendencia de las células a agruparse en cultivo, 
crecimiento lento y un aspecto muy importante a la hora de construir mutantes que son 
los altos niveles de recombinación ilegítima, que provocan el intercambio de secuencias 
con poca homología, generando reordenamientos indeseados en el genoma [65].  
El fenómeno de recombinación ilegítima poco común en procariotas, pero presente en 
especies de crecimiento lento, se define como la integración aleatoria de DNA que lleva a 
una unión covalente de segmentos lineales no homólogos sin involucrar elementos de 
transposición [66]. Las frecuencias relativas de recombinación ilegítima y homóloga 
varían entre las especies de micobacterias, siendo M. smegmatis quien presenta las 
tasas más bajas de recombinación ilegítima permitiendo la obtención de los mutantes 
deseados con mayor facilidad que en otras especies de este género de bacterias [65]. 
Por el contrario, M. tuberculosis y M. bovis BCG, micobacterias de crecimiento lento, 
exhiben altos niveles de recombinación ilegítima [67], que solo se superan aumentando 
las frecuencias de recombinación homóloga [68]. 
La técnica de recombinería, desarrollada inicialmente en E. coli, hace uso de proteínas 
codificadas por bacteriófagos para aumentar las frecuencias de recombinación homóloga 
y lograr la mutagénesis dirigida de forma sencilla, rápida y eficaz [65]. Estas proteínas, 
permiten aumentar las frecuencias de recombinación homóloga, también llamada 
intercambio alélico, mediante la sobreexpresión de una exonucleasa 5’-3’ como RecE o 
Exo, y de una recombinasa como RecT y Beta, exclusivas para E. coli [69]. La técnica 
permite generar diferentes tipos de mutaciones tanto en objetivos cromosomales como 
plasmídicos, entre ellas: deleciones totales o parciales en genes, mutaciones puntuales, 
inserciones pequeñas y mutaciones en cromosomas bacterianos artificiales [69]. Al 
buscar este tipo de proteínas en genomas de micobacteriófagos se logró identificar dos 
genes con alta probabilidad de codificar proteínas de recombinación en el 
micobacteriófago Che9c, cuya actividad correspondió a la deseada: gp60 codifica para 
una exonucleasa 5’-3’ dependiente de dsDNA, y gp61 para una recombinasa homóloga a 
RecT, las que resultaron suficientes para establecer la técnica de recombinería en las 
micobacterias [70], y hacerla aplicable tanto a M. smegmatis como a M. tuberculosis [65] 
mediante la transformación de la cepa deseada con el plásmido pJV53 que permite la 
expresión controlada de dichas proteínas, las que en adelante se llamaran cepas de 
recombinería.    
El sustrato de la maquinaria de recombinación llamado sustrato de intercambio alélico 
(AES), se construye mediante técnicas convencionales de genética molecular, y se 
diseña con la homología suficiente (entre 100 y 500 pb) para que suceda el intercambio 
de cadenas. La proteína Gp60 convierte el AES en DNA de cadena sencilla (ssDNA), que 
es el sustrato de la recombinasa Gp61 quien cataliza la vinculación e intercambio de las 
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cadenas homólogas de DNA. Adicionalmente, con el fin de facilitar la selección final de 
los mutantes es recomendable que el AES tenga un marcador de selección flanqueado 
por las secuencias homólogas a secciones del gen a mutar [65]. Una vez construido el 
AES se transforma en la cepa de recombinería deseada y se verifica el genotipo mutante 
por Southern Blot [71]. 
 
 
 
 
 
  
 
3. Hipótesis Experimental 
Reportes previos afirman que las ATPasas tipo P encargadas de preservar los gradientes 
iónicos y el equilibrio osmótico a través de membranas plasmáticas [72, 73], están 
involucradas en la defensa natural de patógenos intracelulares durante la infección [11]. 
Puntualmente se estableció que participan en el eflujo de cationes de metales pesados 
para eliminar excesos que resultan nocivos para las células.   
Recientemente se ha afirmado que la proteína MgtC de S. enterica serovar Typhimurium 
puede modular la actividad de ATPasas tipo P de las células fagocíticas del hospedero 
[61]. También se demostró que la expresión del factor de virulencia MgtC puede tener un 
efecto en la homeóstasis iónica de la bacteria mediante la modulación de la actividad 
Na+/K+ ATPasa [61], siendo éste un probable mecanismo mediante el que regula la 
actividad ATPasa tipo P del hospedero. 
Por lo tanto, resulta de mucho interés evaluar la importancia de las ATPasas tipo P y su 
relación con el factor de virulencia MgtC en las micobacterias. Es posible que esta acción 
coordinada influya en la latencia, patogénesis, virulencia, resistencia a antibióticos y/o 
demás aspectos responsables del éxito del bacilo tuberculoso. Convirtiéndose en 
posibles dianas terapéuticas útiles para el control de la TB. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
4. Objetivos  
4.1. Objetivo General 
Identificar genes que codifiquen proteínas ATPasas tipo P transportadoras de cationes 
alcalinos o alcalinotérreos a través de la membrana plasmática de M. tuberculosis cepa 
H37Rv. Desarrollar los útiles génicos necesarios para la posterior caracterización In vitro 
de uno de ellos. 
4.2. Objetivos Específicos 
 Usar herramientas bioinformáticas para analizar las posibles ATPasas tipo P 
codificadas en genomas de micobacterias pertenecientes al complejo tuberculoso, 
para la elección de un transportador relevante en la fisiología de M. tuberculosis.  
 
 Construir recombinantes para la expresión controlada de la ATPasa elegida en E. 
coli y micobacterias, útiles para los posteriores estudios de especificidad iónica, 
resistencia antibiótica y para evaluar su influencia en la transcripción de genes que 
codifican para otras ATPasas. 
 
 Sobreexpresar la proteína MgtC en micobacterias para evaluar a futuro, su posible 
influencia en la actividad y en el comportamiento transcripcional de las ATPasas tipo 
P, así como en la resistencia antibiótica de las micobacterias.   
 
 Construir el sustrato de intercambio alélico (AES) para la obtención de una cepa 
mutante defectiva en la posible ATPasa tipo P estudiada, mediante la técnica de 
Recombinería de micobacterias. Útil para contrastar los resultados de 
sobreexpresión de ctpF y para implementar la técnica en el laboratorio de Bioquímica 
y Biología Molecular de las Micobacterias de la Universidad Nacional de Colombia. 
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5. Materiales y Métodos 
El desarrollo metodológico de la presente investigación tuvo dos un componente de 
estudios bioinformáticos y otro de manipulaciones genéticas y biología molecular que 
responden a los objetivos propuestos. 
5.1 Análisis Bioinformáticos 
En el genoma de M. tuberculosis cepa H37Rv existen 12 marcos de lectura anotados 
como probables ATPasas tipo P transportadoras de cationes metálicos; pero ya que 
dicha anotación se hizo de manera automática durante el procedimiento de ensamblaje 
del genoma [36], fue necesario confirmarla. Para la búsqueda dentro de los 10 proteomas 
derivados de los genomas relacionados en la tabla 2-1, se construyeron modelos ocultos 
de Markov (HMM) como se describe a continuación, partiendo de cada grupo filogenético 
de ATPasas tipo P. Estos modelos resultan útiles para buscar miembros de una familia 
distantemente relacionados, dentro de una base de datos [74]. 
5.1.1 Construcción de los HMM para representar cada familia de 
ATPasas tipo P 
Inicialmente, se creó un grupo de 128 secuencias (tabla 5-1) de proteínas ATPasas tipo 
P anotadas y revisadas manualmente en el Uniprot, base de datos Protein 
knowledgebase sección Swiss-Prot [19]. Como parámetro para la selección se buscó que 
fueran secuencias con evidencia a nivel de proteína. Por otro lado, los 10 proteomas del 
MTBC y el de M. smegmatis mc2155 se obtuvieron de la Uniprot [75]. 
 Alineamientos múltiples de secuencias de homólogos:  
 
Las 128 secuencias de ATPasas tipo P obtenidas de Uniprot se agruparon según sus 
afinidades iónicas. Cada grupo se sometió a un alineamiento múltiple usando la 
herramienta PRALINE (http://www.ibi.vu. nl/programs/pralinewww/) y Phobius como 
predictor de segmentos transmembranales. PRALINE usa un esquema bipartito con dos 
matrices de sustitución para mejorar el alineamiento múltiple de secuencias de proteínas 
de membrana [76], en este caso se usó BLOSUM62 para las zonas no 
transmembranales de las secuencias, ya que se trata de secuencias con identidad 
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apreciable provenientes de organismos filogenéticamente alejados; por su parte, para las 
secciones transmembranales, se usó la matriz PHAT que tiene en cuenta las tendencias 
evolutivas de dichas regiones.  
 Construcción de perfiles probabilísticos y secuencias consenso:  
 
Los alineamientos múltiples de cada grupo de bombas se usaron para entrenar los HMM 
posteriormente utilizados para buscar las ATPasas tipo P presentes en los proteomas del 
MTBC. El entrenamiento y construcción de los perfiles de probabilidades se realizó con la 
herramienta Hmmbuild con parámetros por defecto (disponible en el portal Mobyle 
Pasteur) [77]. Los perfiles construidos fueron una representación de la probabilidad de 
encontrar un residuo de aminoácido dado en una posición dada de cada grupo de 
proteínas, teniendo en cuenta las variaciones permitidas en cada posición [53, 78].
 
Tabla 5-1: Identificadores de Uniprot de las secuencias usadas como material de 
partida para la búsqueda de las posibles ATPasas tipo P dentro de los proteomas del 
MTBC. Con los alineamientos múltiples de cada grupo de bombas (filas de la tabla) se 
construyeron los perfiles probabilísticos usados en la búsqueda. Los números de las dos 
últimas columnas hacen referencia a la cantidad de secuencias originarias de organismos 
(E) Eucariotas y (P) Procariotas, respectivamente. 
Afinidad Identificadores (Uniprot) E P 
H
+
 
P05030, P07038, P20649, P19456, Q43128, Q9LV11, P20431, Q9SU58, 
Q9SJB3, Q9SH76, Q9LY32, Q9M2A0, Q42556, Q07421, P54210, P54211, 
P49380, Q7XPY2, P24545, P83970, P28877, Q08435, P09627, P22180, 
Q08436, Q03194,  P19657, P23980, P28876, P54679, O04956, Q43178 
32 0 
Na
+
 P13587, Q01896, Q12691 3 0 
K
+
 cadena B P03960 0 1 
Na
+
/K
+
 sub. Alfa 
P13607, P05023, P06685, P50993, P13637, Q13733, P05024, P06687, 
Q8VDN2, P06686, Q6PIC6, P05025, P30714, Q6PIE5, P04074, Q9WV27 
16 0 
Na
+
/K
+
 sub. Beta 
P51164, A6MHQ4, Q9JMG4, P05026, P14415, P14094, Q24046, Q24048, 
P54709, Q4KMZ8, P05027, P14231, Q4PNJ2, Q9D035, P07340, P06583, 
Q93235, P97370, Q6PHL4, P05029, Q9I9C3 
21 0 
H
+
/K
+
 sub. Alfa Q64436, P19156, Q9Z1W8, P54708 4 0 
H
+
/K
+
 sub. Beta P51164,  P18434 2 0 
Mg
2+
 P0ABB8 0 1 
Ca
2+
 (SERCA) 
Q93084, P04191, P16615, O14983, O55143, P11507, P20647, P18596, 
P22700, Q80XR2, P92939, O34431, O59868, O75185, P13586 
14 1 
Ca
2+
 (PMCA) 
Q2QMX9, Q9SZR1, O81108, O22218, Q9LF79, P20020, Q01814, Q9R0K7, 
Q16720, P23634 
10 0 
Zn
2+
 O31688, Q59998 0 2 
Pb
2+
,Cd
2+
,Zn
2+
,Hg
+
 P37617 0 1 
Cd
2+
 y Zn
2+
 Q9SZW5 1 0 
Cd
2+
, Zn
2+
 y Co
2+
 O32219, Q9RQB4, Q9ZL53, Q59465 0 4 
Cu
+
 O32220, Q59385, Q8ZR95, Q2FV64, Q7A3E6, P05425 0 6 
Cu
2+
 
P38995, Q04656, Q64430, P70705, P35670, Q64446, Q9S7J8, Q9X5V3, 
Q9X5X3 
7 2 
TOTAL ----- 110 18 
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5.1.2 Búsqueda de ATPasas tipo P en los proteomas del MTBC 
Para escanear los 10 proteomas  del MTBC (derivados de traducción automática del 
genoma) en busca de posibles ATPasas tipo P, se usaron los 16 perfiles probabilísticos 
construidos y la herramienta Hmmsearch con parámetros por defecto [77]. Los resultados 
de esta búsqueda son puntajes dados a cada una de las proteínas identificadas; su valor 
representa la similitud en secuencia existente entre la proteína identificada y las usadas 
para construir el perfil.    
5.1.3  Análisis In silico de las posibles ATPasas tipo P y la 
proteína MgtC de M. tuberculosis 
Las secuencias de la proteína MgtC y de las bombas identificadas en M. tuberculosis 
H37Rv se analizaron con los programas Compute pI/Mw [79] y GeneRunner [80], para 
predecir sus pesos moleculares y puntos isoeléctricos. También se analizó su posible 
topología, la presencia de motivos funcionales y se realizó la predicción de su estructura 
terciaria, como se relaciona a continuación.  
 Predicción de la Topología: 
 
La ubicación de los TMS y topología global de las proteínas se predijo usando las 
herramientas mostradas en la tabla 5-2, todas ellas usadas con parámetros por defecto, 
excepto TopPred que permite seleccionar el tipo de organismo del que provienen las 
secuencias a analizar, en este caso procariota. Las herramientas TMDET y PPM server, 
a diferencia de las otras 6, predicen los TMS a partir de archivos de estructura terciaria 
(PDB), intentando ubicar los TMS predichos entre los planos de la bicapa lipídica.   
El uso de varias herramientas garantiza que los TMS predichos sean un consenso 
derivado de varios algoritmos, con el fin de tener un mayor nivel de confianza en la 
topología propuesta.   
 
Tabla 5-2: Listado de los programas usados para la predicción de TMS y topología de 
las proteínas transmembranales estudiadas.  
Nombre URL Referencias 
TopPred mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::toppred Claros (1994) [81] 
DAS www.sbc.su.se/~miklos/DAS/ Cserzo (1997) [82] 
TMpred www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html Hofmann and Stoffel (1993) 
TMHMM 2.0 www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM Krogh et al. (2001) [83] 
HMMTOP www.enzim.hu/hmmtop/ Tusnády and Simon (2001) [84] 
Phobius phobius.sbc.su.se/ Käll (2004) [85] 
TMDET tmdet.enzim.hu/index.php?go=home Tusnády (2005) [86] 
PPM server opm.phar.umich.edu/server.php Pogozheva (2011) [87] 
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 Búsqueda de motivos funcionales:  
 
Inicialmente se hizo la predicción utilizando la herramienta InterProScan de la EBI [88]. 
Para las ATPasas se hizo además una revisión manual de las secuencias para ubicar los 
9 motivos característicos de esta familia de bombas [57].  
 Modelamiento de la estructura terciaria: 
 
Para modelar la estructura terciaria de la proteína CtpF se usó el servidor Swiss-Model 
en su modo automático [32] ya que su secuencia compartía al menos un 30% de 
identidad con alguna secuencia consignada en el Protein Data Bank (PDB). En este caso 
se usó como molde la estructura de una Ca ATPasa SERCA (PDB ID 3ar4). En el caso 
de la proteína MgtC se utilizó la herramienta I-TASSER [89, 90], basada en la estrategia 
de modelamiento “Threading” o hilado. En el caso de las otras ATPasas tipo P se usaron 
estrategias similares a las descritas para CtpF y MgtC dependiendo de las características 
propias de cada secuencia según se muestra en la tabla 6-2 de los resultados. 
Las estructuras terciarias modeladas se validaron usando herramientas del paquete 
Whatif, disponible en http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html. Inicialmente se evaluó 
la calidad del modelo usando la herramienta Protein Model Check que identifica errores 
relacionados con los ángulos de enlace, posición de cadenas laterales, y ubicación 
atómica coherente con hidrofobicidades, entre otros aspectos. Posteriormente se usó la 
herramienta Complete a structure que intenta modelar correctamente la proteína 
corrigiendo los errores encontrados y finalmente se evaluó la calidad del modelo 
corregido calculando el Z-score con la herramienta Ramachandran plot evaluation, que 
también hace parte de Whatif. El valor del Z-score es una medida de la calidad del 
modelo basado en el gráfico de Ramachandran y en las estructuras reportadas en el 
PDB; modelos de alta calidad tendrán Z-scores cercanos a cero, en tanto que valores de 
-4.0 o menores indican serios problemas con la estructura [91]. 
5.1.4 Clasificación de las posibles ATPasas tipo P  
La clasificación de las posibles ATPasas tipo P surgió de la organización de los 
resultados derivados de la búsqueda en los proteomas y de los análisis in silico, teniendo 
en cuenta las características de estas proteínas que dependen de su especificidad iónica.      
5.1.5  String 9.0: búsqueda de relaciones entre CtpF y MgtC 
El servidor de String 9.0 “Functional protein association networks” [92], es una base de 
datos de interacciones descritas y predichas entre proteínas, deducidas de información 
genómica, de coexpresión y de información general consignada en las bases de datos 
biológicas, donde las interacciones pueden ser de tipo directo (físico) o indirecto 
(funcional). Este servidor se usó para establecer las proteínas del bacilo tuberculoso 
relacionadas con MgtC y CtpF. Simplemente se elige la proteína y la especie en la que 
 Materiales y Métodos 31 
 
 
 
se desea explorar, y el programa arroja graficas de nodos interconectando las proteínas 
relacionadas, donde la distancia entre los nodos es un indicativo de la asociación.  
5.1.6 Diseño de Oligos 
Los oligos se diseñaron utilizando los programas GeneRunner [80] y A Plasmid Editor – 
ApE [93], dependiendo de la finalidad de los mismos, pero en general cumpliendo como 
mínimo con las siguientes características: longitud entre 18 y 29 nucleótidos, %GC entre 
50 y 60%, Tm entre 55°C y 71°C, garantizando que la secuencia diana esté solo una vez 
en el molde, evitando las auto-complementariedades y la formación de dímeros de oligos. 
Adicionalmente, deben tener en su extremo (3’) una G o C, o GC, CC, CG, GG, para 
evitar la apertura de los extremos e incrementar la eficiencia de anillamiento; claro que 
repeticiones excesivas de GC favorecen complementariedades indeseadas [94].  
En cuanto a la creación de sitios de restricción la elección dependió del vector a usar y el 
tipo de inserción, simple o en marco de lectura para la expresión de la proteína. En el 
anexo B, se muestran los mapas y MCSs de los vectores usados en el presente estudio. 
Los oligos fueron sintetizados por un servicio privado y resuspendidos en buffer TE para 
generar stocks de 100 µM y soluciones de trabajo 10 µM, todas ellas almacenadas a -
20°C. Una lista completa de los oligos usados se muestra en la tabla 5-3. 
 Oligos usados para la construcción de los recombinantes de sobreexpresión: 
Los oligos utilizados para amplificar los genes mgtC y ctpF se diseñaron con base en la 
secuencia genómica de M. tuberculosis H37Rv [95]. Para amplificar el gen mgtC se 
diseñaron los oligos externos P20 Dir y P20 Rev, y los oligos P3 Dir y P3 Rev que crean 
los sitios de restricción BamHI y EcoRI, respectivamente. Estos sitios flanquean los 
codones de inicio y parada del gen, de tal manera que ingrese al vector en marco de 
lectura para la correcta traducción de la proteína. En el caso del gen ctpF se sintetizaron 
los oligos P6 Dir y P6 Rev totalmente complementarios a la secuencia genómica de M. 
tuberculosis H37Rv. Este gen en particular posee un codón de parada (tga), corriente 
arriba del codón de inicio, que esta en marco de lectura y puede interferir con la 
expresión de la proteína. Por ello, los oligos diseñados para clonar en los vectores, 
además de incluir el sitio de restricción adecuado, eliminan el codón de parada. Los 
oligos Ncm dir y Ncm rev crean los sitios BamHI y HindIII, adecuados para la clonación 
en pMV261; mientras que los oligos Npet dir y Npet rev crean los sitios NdeI y BamHI 
para la inserción en marco dentro del vector pET-19b. 
 
 Oligos para la obtención del AES de ctpF: Inicialmente se diseñaron oligos para 
amplificar secciones de 500 pb corriente arriba y abajo del gen ctpF (figura 5-3a), con 
sitios de restricción adecuados para la clonación dirigida dentro de los MCS I y MCS II 
del vector pYUB854, cuyo mapa se muestra en el anexo B. Más adelante se diseñaron 
oligos para la obtención del AES por PCR solapante (figura 5-3b). Para la sección 
corriente arriba de ctpF se hicieron un par de oligos totalmente complementarios sin sitios 
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de restricción (Aol2013 y Bol2013) y para la sección corriente abajo se diseñaron oligos 
para su clonación dirigida entre los sitios XbaI y HindIII del vector  pDH5 Hyg (Col2013 y 
Dol2013). Finalmente, el oligo Eol2013 de 39 nt, fundamento de la PCR solapante, tiene 
su extremo 5’ complementario al oligo Bol2013 y su extremo 3’ idéntico a los primeros 18 
nt del casete de resistencia a higromicina. 
 
 Oligos para la comprobación de clonajes: Se diseñan para identificar insertos 
dentro de vectores, por ello se diseñan totalmente complementarios a secuencias 
corriente arriba y abajo de los MCSs, o dentro de marcadores de selección como los 
casetes de resistencia a antibióticos. Lo ideal son productos de máximo 1000 pb. 
 
Tabla 5-3: Oligos usados en la presente investigación. El “sitio” hace referencia a la 
diana de la enzima de restricción, en la lista solo se muestran sitios de restricción 
creados intencionalmente durante el diseño. Los últimos 4 oligos, son un regalo del 
Laboratorio de Genética de Micobacterias de Zaragoza - España. 
Oligos Secuencia (5’-3’) – sitio en negrilla Sitio Propósito 
P20 Dir gcctaggctcaaactgctg  No Gen mgtC sin SR 
P20 Rev cgcaaagtggtatcgcagg
  
 No Gen mgtC sin SR 
P3 Dir gtcttgggatccggaagg                              BamHI Gen mgtC con SR 
P3 Rev cgggcagaattcctggct                              EcoRI Gen mgtC con SR 
P6 Dir gaccgttaggcagggttgag No Gen ctpF sin SR 
P6 Rev accggttcagtgccctacag No Gen ctpF sin SR 
Ncm dir ttttggatccattgtcggcgtcagtgtctg BamHI Gen ctpF con SR 
Ncm rev ttttaagcttccgacctggtaactctggc HindIII Gen ctpF con SR 
Npet dir ggtgaggcatatgtcggcgtc NdeI Gen ctpF con SR 
Npet rev tccggatccaccgcacgcaca BamHI Gen ctpF con SR 
RT MgtC Dir tggcgaccggtgctaccttg No PCR tiempo real gen mgtC 
RT MgtC Rev acgttgaacccctcccgcag No PCR tiempo real gen mgtC 
F-RT Dir cagtgatcttcggtgtggtg No PCR tiempo real gen ctpF 
F-RT Rev tgactcgttcacgctcaatc No PCR tiempo real gen ctpF 
RTsigAdir cctacgctacgtggtggatt No PCR tiempo real gen sigA 
RTsigArev tggatttccagcaccttctcc No PCR tiempo real gen sigA 
Adir2013 ttttctcgagcggatggcaagacc XhoI AES gen ctpF doble clonación 
Arev2013 ttttgctagcgcgcgttaccacc NheI AES gen ctpF doble clonación 
Bdir2013 tttttctagatatcggggtgtgggtgc XbaI AES gen ctpF doble clonación 
Brev2013 tttttcatgataccaccagcacgatccag BspHI AES gen ctpF doble clonación 
Aol2013 agacgagcaggagaaaatgc No AES gen ctpF PCR solapante 
Bol2013 cgaagcgttctagtcgttgg No AES gen ctpF PCR solapante 
Col2013 tttttctagatatcggggtgtgggtgc XbaI AES gen ctpF PCR solapante 
Dol2013 ttttaagcttcgacacctattggttgcgc HindIII AES gen ctpF PCR solapante 
Eol2013 ccaacgactagaacgcttcgctgcaggtcgtcgaggtcc No AES gen ctpF PCR solapante 
Hyg dir out acttcgaggtgttcgaggag No Comprobación casete Hyg
R
 
Hyg inv out aattcctggtcgttccgcag No Comprobación casete Hyg
R
 
Tm903 A ctcgtgaagaaggtgttgct No Comprobación casete Km
R
 
Tm903 B ccgaccatcaagcattttat No Comprobación casete Km
R
 
PMV comp up cagcgaggacaacttgagc No Comprobación pMV261 
PMV comp down tatttgatgcctggcagtcg No Comprobación pMV261 
PET comp up acagcagcggccatatcg No Comprobación pET-19b 
PET comp down tagttattgctcagcggtgg No Comprobación pET-19b 
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 Oligos para los ensayos de PCR en tiempo real: Este tipo de oligos, totalmente 
complementarios a la secuencia genómica se diseñaron con el programa Primer 3 
(disponible en http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm) [96]. Los parámetros del diseño 
fueron un poco más restringidos, con Tm’s entre 58°C y 60°C y una diferencia máxima de 
2°C entre los Tm’s del oligo directo y reverso. Estos se diseñan de tal manera que 
permitan la amplificación de una sección de 50 a 150 pb, ubicada preferiblemente en la 
parte central del gen deseado. 
5.2 Componente de Biología Molecular y Genética 
Los procedimientos experimentales usados en esta parte de la investigación son 
descritos en el anexo A. 
5.2.1  Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo 
En la tabla 5-4 se muestran las cepas bacterianas usadas en el estudio. Ellas, son 
conservadas como stocks glicerinados a -80°C. Las cepas micobacterianas son 
testeadas con regularidad usando la tinción de Ziehl-Neelsen (protocolo 1).  
Los cultivos se realizaron a 37°C con agitación durante 12-24 horas para E. coli, 2-3 días 
para M. smegmatis y 4-5 semanas para M. tuberculosis. Para el cultivo de E. coli se usó 
medio Luria-Bertani (LB) y para las micobacterias Middlebrook 7H9-ADC. 
 
Tabla 5-4: Cepas bacterianas usadas en el presente estudio. * La manipulación de 
las cepas virulentas de M. tuberculosis se realizó en cabina de bioseguridad Tipo II. 
  Cepas  Características Referencia 
Escherichia coli  
JM109 nal
R
, RecA
–
, endA
-
, permite Blue/White Screening Promega 
XL1 blue tet
R
, RecA
–
, endA
-
, permite Blue/White Screening Stratagene 
DH5α RecA
–
, endA
-
, permite Blue/White Screening (no necesita IPTG) Life Technologies 
BL21(DE3) Para expresión (sin proteasas lon y ompT); inducción con IPTG  [97] 
Mc1061 Str
R
, endA
+
, actividad  negativa  [97] 
HB101 Str
R
, RecA
–
, endA
+
, actividad  negativa [97] 
Mycobacterium smegmatis  
mc
2
155 micobacteria saprófita de crecimiento rápido, Amp
R
, CHX
R
,  Cb
R
 [98] 
Mycobacterium tuberculosis 
H37Ra micobacteria atenuada de referencia, de crecimiento lento,  Amp
R
, 
CHX
R
, Cb
R
 
[99] 
H37Ra-pJV53 cepa de recombinería (transformada con el plásmido pJV53) Amp
R
, 
CHX
R
, Cb
R
, Km
R  
 
Presente 
Estudio 
H37Ra-pLAM12 cepa control de no recombinería (transformada con pLAM12) Amp
R
, 
CHX
R
, Cb
R
, Km
R  
 
Presente 
Estudio 
H37Rv micobacteria virulenta de referencia, de crecimiento lento,   Amp
R
, 
CHX
R
, Cb
R
 
[99] 
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Los suplementos más comunes del LB son: ampicilina (Amp; 100 µg/mL), kanamicina 
(Km; 25 µg/mL), higromicina (Hyg; 150 µg/mL), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galacto-
piranosido (X-Gal; 80 µg/mL) e isopropil-β-D-tiogalactopiranosido (IPTG; 0,5 mM).  
Para las micobacterias en ocasiones se usó: Amp (50 µg/mL), Hyg (50 µg/mL), Km (20 
µg/mL), carbenicilina (Cb; 50 µg/mL), cicloheximida (CHX; 10 µg/mL), succinato de sodio 
(0,2%), acetamida (0,2%), ácido oleico (50 µg/mL) y Tween80 (0,05%). 
5.2.2 Construcción de los recombinantes de sobreexpresión  
El gen ctpF fue clonado en los vectores de expresión pET-19b y pMV261, mientras que el 
gen mgtC se clonó solo en el vector pMV261. En todos los casos, los fragmentos de DNA 
fueron separados en electroforesis en gel de agarosa y visualizados por tinción con 
bromuro de etidio (protocolo 2). 
 Amplificación por PCR: 
 
Los genes ctpF y mgtC fueron amplificados por PCR anidada (protocolo 3), usando las 
condiciones y los oligos mostrados en la tabla 5-5. Como molde se usó DNA genómico 
de M. tuberculosis H37Rv aislado por el método del CTAB-NaCl (protocolo 4). Los 
fragmentos de tamaño inferior a 1000 pb se amplificaron con la Taq DNA polimerasa y 
los de tamaño superior con la DreamTaq DNA polimerasa (Fermentas, USA). En todos 
los casos se incluyó como control negativo, una reacción adicional con agua en lugar de 
DNA ó de Polimerasa.
 
Tabla 5-5: Condiciones de todas las PCR’s realizadas en el presente estudio. En 
todos los casos hubo un  paso inicial de denaturación a  94°C durante 10 minutos, un 
paso final de extensión a  72°C  por 10 minutos adicionales y 35 ciclos como los descritos 
en las últimas tres columnas. “SR” significa sitios de restricción, “s” segundos y “m” 
minutos.   
Producto Molde Oligos Ciclos 
mgtC DNA H37Rv P20 Dir - P20 Rev 1m x 94°C 1m x 62°C 1m x 72°C 
mgtC SR mgtC con SR P3 Dir - P3 Rev 1m x 94°C 1m x 54°C 1m x 72°C 
ctpF DNA H37Rv P6 Dir - P6 Rev 1m x 94°C 1m x 58°C 3m x 72°C 
ctpF SR-PMV ctpF con SR Ncm dir - Ncm rev 30s x 94°C 30s x 58°C 3m x 72°C 
ctpF SR-PET ctpF con SR Npet dir - Npet rev 1m x 94°C 1m x 58°C 3m x 72°C 
A2013 DNA H37Rv Adir2013 - Arev2013 30s x 94°C 30s x 58°C 45s x 72°C 
B2013 DNA H37Rv Bdir2013 - Brev2013 30s x 94°C 30s x 58°C 45s x 72°C 
ABol 2013 DNA H37Rv Aol2013 - Bol2013 30s x 94°C 30s x 58°C 45s x 72°C 
CDol 2013 DNA H37Rv Col2013 - Dol2013 30s x 94°C 30s x 58°C 45s x 72°C 
EDol 2013 pLNA10 Eol2013 - Dol2013 30s x 94°C 30s x 58°C 150s x 72°C 
Hyg out pLNA10 y 11 Hyg dir out - Dol2013 30s x 94°C 30s x 58°C 1m x 72°C 
mgtC PMVcomp pLNA1 PMVcomp up - RTMgtC Rev 30s x 94°C 30s x 58°C 30s x 72°C 
ctpF PMVcomp pLNA7 PMVcomp up - F-RT Rev 30s x 94°C 30s x 58°C 1m x 72°C 
ctpF PETcomp pLNA8 PETcomp up - F-RT Rev 30s x 94°C 30s x 58°C 1m x 72°C 
Especific. oligos Oligo RT dir Oligo RT rev 30s x 94°C 30s x 58°C 30s x 72°C 
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 Clonación en el vector pGEM-T Easy:  
 
Los productos de PCR fueron purificados con el kit AxyPrep DNA Gel Extraction (Axygen, 
USA) siguiendo las especificaciones del proveedor. Por facilidad de manipulación, fueron 
ligados en el vector pGEM-T Easy usando la enzima T4 DNA Ligasa, siguiendo las 
instrucciones del proveedor (Promega, USA). Las ligaciones se transformaron por 
electroporación (protocolo 6) en células competentes de E. coli JM109 preparadas por 
lavados seriados con agua-glicerol (protocolo 5).  
Los recombinantes fueron seleccionados sobre placas de LB agar suplementadas con 
ampicilina, IPTG y X-Gal. Las colonias de color blanco, que se espera sean 
recombinantes, se confirmaron por PCR de colonia usando oligos complementarios al 
fragmento de PCR clonado en el vector. Las colonias confirmadas por PCR en colonia se 
cultivaron en medio LB-Amp para realizar la extracción de plásmido (protocolo 7) y la 
confirmación de los mismos por mapeo de restricción (protocolos 8 y 9). Los candidatos 
positivos se enviaron para determinar su secuencia de nucleótidos (protocolo 10). Los 
plásmidos construidos se muestran en la tabla 5-6.  
 Subclonación del gen mgtC en el vector de expresión pMV261: 
 
El gen mgtC flanqueado por los sitios de restricción BamHI y EcoRI se liberó del 
plásmido pLNA2 al cortarlo simultáneamente con las dos enzimas (siguiendo las 
especificaciones de la casa comercial Fermentas, USA), el producto de 795 pb fue 
purificado y ligado con el vector pMV261 previamente digerido con las mismas enzimas 
de restricción. En las reacciones de ligación orientadas a la obtención de los 
recombinantes de sobreexpresión se usó la T4 DNA Ligasa de Fermentas según los 
lineamientos del proveedor (protocolo 11).  La transformación se realizó mezclando una 
alícuota de la ligación, con células competentes de E. coli BL21(DE3), y pasando un 
pulso eléctrico con el electroporador Gene Pulser Xcell (BioRad, USA) con celdas de 1 
mm de diámetro (protocolo 6). Adicionalmente, se realizaron controles sometiendo al 
mismo procedimiento a las células sin plásmido, y con el vector sin inserto. 
El plásmido generado a partir de está clonación se llamó pLNA1; las colonias 
recombinantes se identificaron por PCR en colonia usando los oligos PMVcomp up y 
RTMgtC Rev. PMVcomp up anilla corriente arriba del MCS del vector pMV261, mientras 
que RTMgtC Rev anilla a la mitad del gen mgtC, con lo que se obtiene un producto de 
amplificación de 420 pb. Las colonias positivas se cultivaron en medio LB-Km y se realizo 
la extracción de plásmido, seguida del mapeo de restricción y la determinación de la 
secuencia de nucleótidos.  
Una vez confirmado el constructo, el plásmido pLNA1 se propagó en E. coli BL21(DE3), 
para obtener cantidades apreciables, indicadas para proceder a la transformación de las 
micobacterias con las que se hacen los ensayos de sobreexpresión, determinación de 
concentración mínima inhibitoria (MIC), PCR en tiempo real y actividad ATPasa. En ese 
sentido, el plásmido pLNA1 se transformó por electroporación en M. smegmatis mc2155 
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(protocolo 6); los recombinantes se seleccionaron en medio Middlebrook 7H9-ADC-Km y 
se confirmaron por una PCR en colonia, similar a la descrita para E. coli.     
 Subclonación del gen ctpF en los vectores de expresión pMV261 y pET19b: 
 
Los plásmidos pLNA7 y pLNA8 para la sobreexpresión del gen ctpF en micobacterias y 
E. coli respectivamente, se obtuvieron de forma similar a lo descrito para la construcción 
del plásmido pLNA1. Brevemente, el fragmento de 2789 pb que contenía el gen ctpF 
flanqueado por los sitios de restricción BamHI y HindIII se liberó del plásmido pLNA5 
(protocolo 8), se purificó y se ligó con el vector pMV261 previamente cortado con las 
mismas enzimas (protocolo 11). Células competentes de E. coli BL21(DE3) se 
transformaron por electroporación con la ligación y se sembraron en medio selectivo LB-
Km, en donde las colonias recombinantes se identificaron por PCR en colonia usando los 
oligos PMV comp up y F-RT Rev (protocolo 3, nota 2), para generar un fragmento de 655 
pb en las colonias positivas. El plásmido pLNA7 se caracterizó por mapeo de restricción 
(protocolo 9) y determinación de la secuencia de nucleótidos (protocolo 10).    
Tabla 5-6: Plásmidos usados en el estudio. Unizar: regalo del laboratorio de genética 
de micobacterias de la Universidad de Zaragoza - España. Los MCSs y mapas de los 
vectores se muestran en el anexo B. 
Plásmidos construidos por otros 
Nombre Características Ori Resistencia Referencia/Fuente 
pGEM-T 
Easy 
Vector para clonación de fragmentos de PCR  E Amp
R
 Promega 
pMV261 Vector lanzadera E. coli – Micobacteriano, 
expresión en micobacterias, promotor hsp60 
E,M Km
R
 [100] 
pET-19b Vector de expresión con His-Tag en N-terminal, 
promotor T7  
E Amp
R
 Novagen 
pLAM12 Derivado de pJL37 sin promotor hsp60, promotor 
acetamidasa 
M Km
R
 [101], Unizar 
pJV53 Genes 60 y 61 de Che9c clonado en el vector 
pLAM12, promotor acetamidasa 
M Km
R
 [101], Unizar 
pYUB854 Vector obtener el AES por doble clonación. Casete 
Hyg
R
 flanqueado por MCSs y  resolvasa  
E Hyg
R
 [102], Unizar 
pDH5 Hyg Vector para la construcción del AES por PCR 
solapante 
E Hyg
R
Amp
R
 Unizar 
Plásmidos construidos durante el desarrollo de la investigación 
Nombre Inserto Ori Resistencia Esqueleto 
pLNA1 Gen mgtC clonado entre BamHI y EcoRI  E,M Km
R
 pMV261 
pLNA2 Gen mgtC sin sitios de restricción E Amp
R
 pGEM-T Easy 
pLNA3 Gen mgtC con sitios BamHI y EcoRI  E Amp
R
 pGEM-T Easy 
pLNA4 Gen ctpF sin sitios de restricción  E Amp
R
 pGEM-T Easy 
pLNA5 Gen ctpF con sitios BamHI y HindIII  E Amp
R
 pGEM-T Easy 
pLNA6 Gen ctpF con sitios NdeI y BamHI  E Amp
R
 pGEM-T Easy 
pLNA7 Gen ctpF entre BamHI y HindIII E,M Km
R
 pMV261 
pLNA8 Gen ctpF entre NdeI y BamHI E Amp
R
 pET19b 
pLNA9 Sección  B del gen ctpF entre XbaI y BspHI  E Hyg
R
 pYUB854 
pLNA10 Sección B del gen ctpF entre XbaI y HindIII  E Hyg
R
Amp
R
 pDH5 Hyg 
pLNA11 Producto de PCR Edol2013  E Hyg
R
Amp
R
 pGEM-T Easy 
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Por su parte, el plásmido pLNA8 resultado de la clonación del gen ctpF en el vector pET-
19b, se construyó partiendo del plásmido pLNA6 de forma semejante a lo descrito para 
pLNA7, con la diferencia que el medio de selección posterior a la transformación es LB-
Amp y la PCR en colonia se realizó con los oligos PET comp up y F-RT Rev. El plásmido 
pLNA7 aun no ha sido transformado en ninguna cepa micobacteriana, pero se 
encuentran listo para ello, por su parte pLNA8 esta en la cepa de E. coli BL21(DE3) en 
donde se realizaran los ensayos de sobreexpresión.   
5.2.3  Sobreexpresión de la proteína MgtC 
Ya que el vector lanzadera pMV261, sobre el que se construyó el plásmido pLNA1, 
posee el promotor hsp60, la expresión de la proteína recombinante MgtC se induce 
cultivando las micobacterias a altas temperaturas (45°C), según se describe en el 
protocolo 15. Luego de la inducción se analizan las proteínas por SDS-PAGE (protocolo 
16), y se procede a los análisis de expresión génica, actividad ATPasa tipo P, 
determinación de MICs, entre otros.  
5.2.4  Ensayos de PCR en tiempo real  
 
 Extracción de RNA y síntesis del DNA complementario (cDNA):  
 
La extracción de RNA total de micobacterias se realizó usando la técnica del TRIzol® 
(Invitrogene, USA) con ligeras variaciones (protocolo 12). La calidad del extracto se 
evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (en buffer TBE con agua DEPC) 
y su concentración se determinó a 260 nm usando un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, 
USA). Las trazas de DNA presentes en el extracto de RNA se removieron tratándolo con 
DNasa I (Fermentas, USA), y la confirmación de su ausencia se realizó mediante una 
PCR usando como molde el extracto de RNA y oligos dirigidos a alguna secuencia del 
genoma de la micobacteria a partir de la que se hizo la extracción.   
El RNA total purificado se usó como molde para sintetizar el cDNA usando el kit 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Fermentas, USA), como se describe en el 
protocolo 13. 
 Ensayos de especificidad de oligos: 
 
Para comprobar la eficiencia de amplificación de los oligos diseñados (tabla 5-3) y 
verificar que permiten la amplificación de la sección del gen deseado de una manera 
específica y eficiente, se realizaron reacciones de PCR convencional usando como 
molde diluciones seriadas de DNA genómico de M. tuberculosis H37Rv usando las 
condiciones de reacción descritas en la tabla 5-3, para el producto Especific. Oligos 
usando los oligos directo y reverso dirigidos a cada gen.  
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 PCR en tiempo real: 
 
Para determinar la expresión relativa del gen mgtC se usó el kit Express SYBR® 
GreenER™ qPCR Supermix Universal (Invitrogen), en un equipo CFX-96 (BioRad). En 
todos los casos se incluyó un control negativo sin cDNA y un triplicado para cada 
muestra, según se describe en el protocolo 14. El gen sigA, que codifica para el factor 
sigma de la RNA polimerasa, se usó como gen normalizador o de referencia.  
5.2.5 Determinación de concentraciones mínimas inhibitorias 
(MIC) 
La concentración mínima inhibitoria se define como la concentración más baja de un 
antimicrobiano necesaria para inhibir el crecimiento visible de un microrganismo. En la 
presente investigación se usó la determinación de los valores de MIC para establecer si 
la proteína MgtC de M. tuberculosis H37Rv le confiere a M. smegmatis algún tipo de 
resistencia a dos de los antibióticos de primera línea usados en el tratamiento de la TB: 
rifampicina (RIF) e isoniazida (INH).  
La determinación se realizó siguiendo el protocolo 17, que usa Resazurina (Sigma) como 
indicador de viabilidad. Este indicador redox también conocido como Alamar Azul, vira de 
azul a rosa al reducirse por acción de células viables, de tal manera que la intensidad de 
la coloración es directamente proporcional a la cantidad de células vivas en el medio. Al 
usar este método la MIC corresponde a la concentración de antibiótico más baja en la 
que no se produce viraje de azul a rosa. 
El experimento se realizó en placas de 96 pozos, haciendo diluciones seriadas a la mitad 
de cada antibiótico a lo largo de cada columna, como se muestra en la figura 5-2. 
 
Figura 5-2: Esquema del diseño experimental usado para determinar la sensibilidad 
del recombinante de sobreexpresión de MgtC en M. smegmatis frente a RIF e INH. Los 
antibióticos se añadieron a cada pozo (3 pozos por fila) y se hicieron diluciones seriadas 
a la mitad entre las filas A y G. La fila H fue el control de crecimiento sin antibiótico. 
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En el experimento se usó un rango amplio de concentraciones para los dos antibióticos: 
RIF entre 0,94 y 480 µg/mL e INH entre 0,94 y 1920 µg/mL. La sensibilidad de la cepa 
transformada con pLNA1 se comparó con la de la misma cepa transformada con el vector 
pMV261, para descartar posibles efectos debidos al vector de expresión. Dichos 
comportamientos a su vez se compararon con la cepa silvestre M. smegmatis mc2155. 
5.2.6 Construcción del sustrato de intercambio alélico de ctpF 
Para la obtención del mutante defectivo en CtpF se está implementando la técnica de 
recombinería [101], con algunas pequeñas variaciones relacionadas con la construcción 
del AES, y con la diferencia que se está utilizando para obtener mutantes de M. 
tuberculosis H37Ra en lugar de H37Rv. 
 
Para la construcción del AES de ctpF se incluyó como marcador de selección un casete 
de resistencia a higromicina (HygR). Tal construcción se planteó siguiendo dos 
estrategias en paralelo: 1) una doble clonación en el vector pYUB854 (figura B-3 de los 
anexos) que posee un casete de resistencia a higromicina flanqueado por sitios  
resolvasa y MCSs (figura 5-3a) y 2) mediante PCR solapante, una técnica que como se 
ilustra en la figura 5-3b, es una PCR con dos moldes que comparten secciones 
homólogas en sus extremos, de tal manera que al solaparse y completarse las cadenas 
por acción de la DNA polimerasa, se obtiene el amplímero deseado. Para llevar a cabo la 
PCR solapante se necesitó construir el plásmido pLNA10, clonando la sección corriente 
abajo del gen ctpF entre los sitios XbaI y HindIII del vector pDH5 Hyg (figura B-3 de los 
anexos), ubicando dicha sección adyacente al casete de resistencia a higromicina. Las 
construcciones genéticas se realizaron de forma similar a lo descrito para la obtención 
del recombinante de sobreexpresión de mgtC, usando los protocolos del anexo A. 
5.2.7 Obtención de la cepa de Recombinería de M. tuberculosis  
La cepa de recombinería fue obtenida transformando por electroporación M. tuberculosis 
H37Ra con el plásmido pJV53 que permite la expresión de las proteínas Gp60 y Gp61 
del micobacteriófago Che9c bajo el control del promotor acetamidasa (figura 5-3c) [101]. 
 
Luego de la transformación se seleccionaron las colonias transformantes por PCR en 
colonia usando los oligos Tm903 A y Tm903 B que amplifican un fragmento de 846 pb 
correspondiente a una parte del casete de resistencia a kanamicina. Como control de 
transformación se usó el vector esqueleto, pLAM12, sobre el que se construyó pJV53.     
La expresión de las proteínas de recombinería se induce usando acetamida como fuente 
de carbono del medio de cultivo [101]. El medio de cultivo de la cepa de recombinería 
usado para preparar las células competentes para la transformación del AES, se llama 
medio de inducción. Este, contiene succinato en lugar de ADC, el cual puede interferir en 
la expresión de las funciones de recombinería [71]. 
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Figura 5-3: Esquema general de la técnica de recombinería planteada para la 
construcción de la cepa mutante M. tuberculosis H37Ra ctpF. En los recuadros de la 
parte superior muestran las estrategias usadas para la obtención del AES: (a) Por doble 
clonación en el vector pYUB854 y posterior liberación del AES por digestión. (b) Por PCR 
solapante: la sección B (en naranja) es clonada en el vector pDH5 Hyg obteniendo el 
plásmido pLNA10. Plásmido que se usa como molde para una PCR con los oligos 
Dol2013 y Eol2013, generando el fragmento EDol2013 que comparte en un extremo 
homología con la sección A (en verde). La PCR solapante cuyo amplímero el AES, usa la 
sección A y el amplímero EDol2013 como moldes y Aol2013 y Dol2013 como oligos. (c) 
La cepa de recombinería resultó de la transformación de la cepa silvestre M. tuberculosis 
H37Ra con el plásmido pJV53.  
 
  
 
6. Resultados y Discusión 
Los resultados derivados del estudio bioinformático fueron de gran importancia para la 
conducción de está investigación, así como de otras actualmente en desarrollo. Estudiar 
este tipo de enzimas es de vital importancia, ya que a diferencia de lo que ocurre con las 
ATPasas tipo P de eucariotas, sus contrapartes en procariotas han sido poco estudiadas 
[103], aun cuando se sabe que son fundamentales para su vida.  
Aunque la primera parte del estudio bioinformático se realizó para todas las ATPasas tipo 
P del MTBC, posteriormente se hizo mayor énfasis en las proteínas CtpF y MgtC de M. 
tuberculosis H37Rv, elegidas como objeto del presente estudio.   
6.1 Identificación y clasificación de las ATPasas tipo P 
codificadas en genomas del MTBC 
El alineamiento múltiple de las 128 secuencias de ATPasas tipo P agrupadas según el 
sustrato transportado por ellas, permitió evidenciar la existencia de regiones muy 
conservadas a lo largo de toda la familia. Por ello, los HMM derivados de dichos 
alineamientos se usaron para identificar este tipo de bombas en las micobacterias del 
MTBC, usando la herramienta hmmsearch. En cada uno de los miembros del MTBC se 
ubicaron las mismas 12 proteínas hipotéticas (tabla C-1 del anexo C), anotadas 
automáticamente durante el ensamblaje de los genomas como posibles ATPasas tipo P 
transportadoras de cationes. Para facilitar la visualización y análisis de resultados se 
tomó como referencia M. tuberculosis cepa H37Rv cuyo comportamiento es un indicativo 
de lo encontrado a lo largo de todo el MTBC.  
En las gráficas de la figura 6-1 se muestran los resultados de la búsqueda en el proteoma 
de H37Rv usando los 16 HMM construidos para representar la conservación en 
secuencia de los diferentes tipos filogenéticos de ATPasas tipo P. En ellas se grafican los 
puntajes arrojados por el programa hmmsearch como una medida de la identidad 
existente entre las proteínas identificadas y las usadas para la construcción del 
respectivo HMM. En dichas gráficas se aprecia que los productos génicos KdpB, CtpF y 
CtpV son los más similares a las ATPasas tipo P usadas para la construcción de los 
perfiles probabilísticos.  
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Figura 6-1: Resultados de la búsqueda de ATPasas tipo P en el proteoma de M. 
tuberculosis H37Rv; las gráficas se construyeron con los puntajes arrojados por el 
programa Hmmsearch al usar cada uno de los 16 perfiles probabilísticos construidos. Los 
colores concuerdan con la clasificación propuesta que depende de las probables 
especificidades hacia iones. El grupo HM (en azul) corresponde a las ATPasas tipo P 
posiblemente transportadoras de metales pesados; en rojos se muestran los productos 
génicos pertenecientes al grupo H-AM, bombas de protones o metales alcalinos o 
alcalinotérreos. Y en morado se muestra KdpB, subunidad β de K+ ATPasas tipo P.  
 
Cada una de las 12 proteínas identificadas comparte al menos un 98% de identidad en 
secuencia de aminoácidos con su contraparte en los 10 proteomas escaneados, siendo 
las que más difieren las bombas de M. canettii y M. africanum, especialmente CtpV, CtpI, 
CtpH, CtpB y CtpF, mientras que CtpE es la única conservada a lo largo de todo el 
MTBC. Es importante aclarar que ninguna de las variaciones en secuencia de las 
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bombas del MTBC involucra los motivos conservados de las ATPasas tipo P. Por su 
parte, las cepas de referencia de M. tuberculosis H37Ra y H37Rv comparten secuencias 
idénticas de estos transportadores, lo que valida la propuesta de realizar las 
construcciones genéticas orientadas a la caracterización de estas bombas en H37Ra, 
una cepa atenuada mucho más fácil de manipular en laboratorio, tal como se hizo en la 
presente investigación. Así mismo, M. tuberculosis CDC1551 comparte las mismas 
secuencias de ATPasas tipo P de H37Rv. Interesantemente, CtpF es la única secuencia 
que difiere entre la cepa virulenta de M. bovis y las cepas de la vacuna,  M. bovis BCG 
Pasteur  y M. bovis BCG Tokyo; encontrándose la sustitución Glu138Asp, justo tres 
posiciones antes del motivo 1.     
Adicionalmente, cabe mencionar que en los proteomas del MTBC no existe contraparte 
para las subunidades β no catalíticas de las H+/K+ y Na+/K+ ATPasas, las que en 
eucariotas suelen ser regulatorias, o servir para la correcta maduración y ensamblaje de 
la enzima en la membrana [10].  
En general, debido a la considerable identidad en secuencia de aminoácidos observada 
entre las ATPasas tipo P del MTBC y a que los análisis bioinformáticos se basaron en 
secuencias de aminoácidos, se usaron las secuencias de M. tuberculosis H37Rv como 
referencia para las posteriores predicciones In silico. 
Los resultados obtenidos al usar los perfiles probabilísticos construidos con los diferentes 
tipos de bombas, fueron muy interesantes, ya que permitieron clasificar los productos 
génicos identificados en 3 grupos diferentes, dependiendo de sus posibles 
especificidades iónicas. Como se observa en la figura 6-1, las graficas mostradas en azul 
corresponden al grupo HM, llamado así porque todos sus miembros muestran una alta 
identidad con ATPasas tipo P transportadoras de metales pesados (CtpA, CtpB, CtpC, 
CtpD, CtpG, CtpJ y CtpV), pudiendo transportar Cu+, Cu2+, Ag+, Co2+, Hg2+, Cd2+, Ni2+, 
Pb2+ y/o Zn2+. Por su parte, el grupo H-AM, mostrado en escala de rojos, esta 
conformado por CtpE, CtpF, CtpH, y CtpI, proteínas que presentan mayor identidad con 
bombas de protones, metales alcalinos y alcalinotérreos (H+, Na+, K+, Ca2+ y Mg2+). 
Finalmente el grupo KdpB, tiene como único elemento la proteína KdpB, que comparte 
un 63% de identidad con la subunidad β de una ATPasa multimérica transportadora de K+ 
de E. coli (P03960), también llamada KdpB [57, 103].  
Resulta sorprendente que 7 de los 12 genes identificados en cada genoma del MTBC 
codifiquen para ATPasas tipo P transportadoras de metales pesados (grupo HM), este 
gran número sugiere su posible importancia en la defensa celular de estas bacterias 
durante la infección, tal y como se ha propuesto para otros procariotas y algunos 
eucariotas unicelulares [11]. Por tanto, es muy probable que las ATPasas tipo P del 
grupo HM estén relacionadas con la defensa de las micobacterias frente al arsenal de 
sustancias tóxicas usadas por las células fagocíticas para eliminar patógenos 
intracelulares. Una de esas estrategias es exponer directamente el patógeno invasor a un 
ambiente tóxico intracelular que incluye bajos pH’s, hidrolasas, péptidos antimicrobianos 
y especies reactivas de nitrógeno y oxígeno. Adicionalmente, se ha encontrado en el 
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citoplasma de micobacterias fagocitadas, evidencia de envenenamiento con metales 
pesados [104]; y es que estos metales fundamentales para la vida, en concentraciones 
elevadas se convierten en agentes tóxicos que bloquean grupos funcionales, desplazan 
iones metálicos esenciales o modifican las conformaciones activas de moléculas 
biológicas [105]. Por ello, resulta fundamental que las bacterias sean capaces de 
establecer un equilibrio entre la entrada y la salida de cada metal, de tal forma que ellos 
se mantengan en la concentración a la que son nutrientes. Por lo tanto, los 
transportadores que permiten mantener dicha homeostasis deben ser fundamentales 
para la virulencia de estos patógenos intracelulares [106]. Respaldando esta suposición, 
en el proteoma de M. smegmatis mc2155, una  micobacteria saprófita, se identificaron 
solo 6 proteínas ATPasas tipo P (ver tabla C-2 del anexo C), un número bastante 
reducido en comparación con las 12 identificadas en las micobacterias del MTBC. 
Recientemente se ha propuesto que CtpC, CtpG y CtpV, pueden hacer parte de un 
mecanismo de defensa usado por las micobacterias para sobrevivir por largos periodos 
de tiempo dentro de células fagocíticas humanas, ya que establecieron que se 
sobreexpresan durante el proceso de infección [104]. Dichas investigaciones al igual que 
la presente, han convertido a las ATPasas tipo P del bacilo tuberculoso en posibles 
dianas terapéuticas para el control de la TB, razón por la que se generó un gran interés 
por conocer su función y mecanismo de modulación. La investigación al respecto llevó al 
establecimiento de las especificidades de dos de los productos génicos pertenecientes al 
grupo HM: en 2010, Ward y colaboradores reportaron que CtpV es un exportador de 
cobre necesario para la virulencia de M. tuberculosis [106], mientras que a finales de 
2011 Botella y colaboradores formularon que la bomba CtpC está involucrada en el eflujo 
de Zn2+ [104], comprobando que este tipo de bombas pertenecientes al grupo HM 
funcionan como un mecanismo de defensa de las micobacterias para librarse de 
sustancias tóxicas intrafagosomales. En este punto es importante mencionar que la 
presente investigación se inicio en el año 2008 cuando aun no se conocía nada de las 
ATPasas tipo P de las micobacterias, pero el interés en ellas ha aumentado 
vertiginosamente a medida que se establecen nuevas características, situándose como 
prometedoras dianas terapéuticas para el control de la TB.    
Usar perfiles probabilísticos para búsqueda de proteínas homólogas tiene la ventaja de 
condensar la información de la conservación de residuos en cada posición de la 
secuencia, haciendo independiente la complejidad computacional del número de 
secuencias alineadas [53]. Sin embargo, la calidad de los perfiles depende del método de 
alineamiento seleccionado. Es por ello que fue necesario tener en cuenta que al ser las 
ATPasas tipo P proteínas de membrana, los alineamientos múltiples usando matrices 
típicas como BLOSUM y PAM no son adecuados. Esto se debe a las diferentes 
tendencias evolutivas de regiones transmembranales y no transmembranales. Por 
ejemplo, a inserciones y deleciones en regiones transmembranales se asignan 
penalizaciones más altas que las impuestas a mutaciones de este tipo en los loops que 
las interconectan. En general se sabe que en las regiones transmembranales son más 
conservados los residuos polares que los hidrofóbicos, y que la prolina es 
particularmente conservada [74]. Por ello se usó la herramienta PRALINE que primero 
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predice los TMS de las secuencias y luego hace un tratamiento diferencial de las 
secciones transmembranales (matriz PHAT) y las no transmembranales (matriz 
BLOSUM62) de la proteína. 
Inicialmente se había realizado la construcción de los perfiles probabilísticos partiendo de 
alineamientos múltiples generados con la herramienta ClustalW2 de la EBI y usando la 
matriz Gonnet, que se había reportado como la más indicada para el alineamiento de 
este tipo de proteínas [74]. Posteriormente, cuando se optó por usar la herramienta 
PRALINE se evidenciaron diferencias en los alineamientos, a tal punto que los puntajes 
obtenidos en la búsqueda con hmmsearch variaban sustancialmente como se observa en 
la figura 6-2. En ella, se grafica la diferencia entre los puntajes de hmmsearch al usar los 
HMM construidos a partir de alineamientos hechos con ClustalW2 y PRALINE (usando la 
matriz BLOSUM en ambos casos). Solo se muestran los resultados más divergentes, 
tomando como límite inferior cambios en puntaje mayores a 10 unidades. Como era de 
esperarse, los cambios más drásticos suceden cuando se alinean secuencias bastante 
divergentes como las de las Ca2+ATPAsas del retículo sarcoplásmico (SERCA). En 
general, en la grafica se evidencian errores por defecto al usar ClustalW2, ya que con las 
mismas secuencias de partida se llegó a mayores puntajes cuando se usó PRALINE, lo 
que indica que esta última identificó más patrones similares entre ellas. Unas pocas 
diferencias entre los alineamientos de las Ca2+ATPasas (SERCA) hechos con ClustalW2 
y PRALINE se resaltan en la figura 6-3.
 
Figura 6-2: Diferencias entre los resultados obtenidos en la búsqueda de ATPasas tipo 
P de M. tuberculosis H37Rv, al construir los HMM partiendo de alineamientos hechos con 
dos herramientas diferentes: ClustalW2 y PRALINE. La grafica muestra la diferencia 
entre los puntajes obtenidos con hmmsearch (el score derivado del alineamiento con 
PRALINE menos el score derivado del alineamiento con ClustalW2). Solo se muestran 
los casos en los que se hallaron diferencias de mínimo 10 unidades (ATPasas tipo P de: 
Ca2+ (SERCA), Ca2+ (PMCA), Zn2+ y Cu2+). 
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Como se observa en la parte superior de la figura 6-3, PRALINE intenta conservar de 
forma más rigurosa aminoácidos polares como la Ser de la posición 126, ubicada en la 
parte central del TMS número 1. Adicionalmente, justo antes del TMS número 4 
encargado de la coordinación de los cationes, se observa una divergencia apreciable 
entre los alineamientos, por ejemplo el Trp de la posición 357 está mejor conservado en 
el alineamiento hecho con PRALINE, algo importante ya que se trata de un aminoácido 
que por su naturaleza química es virtualmente irremplazable.   
 
Figura 6-3: Secciones de los alineamientos múltiples de las 15 secuencias de Ca2+ 
ATPasas (SERCA) usadas para construir el HMM que representa este tipo de bombas. 
En la parte superior se muestran los alineamientos correspondientes al TMS # 1 de estas 
secuencias (recuadro verde), hechos con las herramientas PRALINE (izquierda) y 
CLUSTAL W2 (derecha). En la parte inferior se muestra una sección ubicada justo antes 
del TMS # 4 que se resalta en el recuadro verde.  
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6.2 Predicciones Estructurales  
Aunque determinar experimentalmente la estructura terciaria de proteínas de membrana 
suele ser muy complicado, debido principalmente a la dificultad de cristalizar este tipo de 
proteínas en entornos acuosos y a su relativamente alto peso molecular. En la última 
década se ha logrado la resolución de la estructura 3D de algunos miembros de la 
superfamilia de ATPasas tipo P. Actualmente en el PDB se cuenta con 77 entradas 
correspondientes a dominios funcionales y estructuras completas de ATPasas tipo P, en 
diferentes estados conformacionales y con ligandos variados. De ellas, el 69,6% son 
bombas de organismos eucariotas, el 19% de bacterias y el 11,4% de arqueas. Entre las 
estructuras de bombas completas se tiene información de transportadores de calcio (año 
2002) [107, 108], de protones (año 2007) [109], de sodio/potasio (año 2007) [110], de 
protones/potasio (año 2011) [111] y finalmente de bombas de cobre (año 2011) [112]. 
Gracias a esta información, fue posible realizar las predicciones de estructura terciaria de 
algunas de las ATPasas tipo P del bacilo tuberculoso, usando la estrategia de 
modelamiento por homología (ver tabla 6-2). 
Los análisis de hidrofobicidad se realizaron con seis algoritmos diferentes para lograr 
resultados más confiables; tres de ellos basados en HMM que incorporan restricciones 
de tamaño y composición. En las topologías propuestas solo se incluyeron TMSs 
predichos por al menos cuatro de los programas, siendo en todos los casos TMSs tipo α-
hélice de al menos 17 residuos de aminoácidos.  
6.2.1 Topología de las ATPasas tipo P de M. tuberculosis H37Rv 
La predicción de topología de los 12 productos génicos identificados como posibles 
ATPasas tipo P permitió corroborar la clasificación propuesta, ya que la disposición de 
estas proteínas en la membrana plasmática está directamente relacionada con el tipo de 
ion transportado por ellas (tabla 2-3). Las bombas del grupo HM presentan una topología 
tipo I con 8 TMS numerados como A, B, 1-6. Al parecer, todas las proteínas del grupo H-
MA, exhiben una topología tipo II con 10 TMS numerados del 1 al 10. Y KdpB muestra 
una topología tipo III con 7 TMS, característicos de estas subunidades β pertenecientes 
al complejo KdpFABC (tabla 6-1).  
Todas las proteínas exhiben los 2 loops citoplasmáticos donde se ubican los principales 
sitios activos de las ATPasas tipo P [57]. En las bombas del MTBC el loop citoplasmático 
pequeño se ubica entre los TMSs 2 y 3, mientras que el loop citoplasmático mayor se 
encuentra entre los TMSs 4 y 5, coincidiendo con el comportamiento de las ATPasas tipo 
P caracterizadas por Thever y colaboradores [57]. Las bombas con topología tipo I y II 
ubican sus extremos N- y C- terminales hacia la cara citoplasmática de la bacteria, 
mientras que KdpB con topología tipo III tiene su extremo N-terminal dispuesto hacia la 
cara citoplasmática y su extremo C-terminal hacia la cara extracitoplasmática de la 
membrana (ver figuras de la tabla 6-1).  
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Tabla 6-1: Topología de las proteínas bajo estudio generada al promediar los 
resultados de los 8 programas mostrados en la tabla 5-2. En círculos azules se muestran 
los loops citoplasmáticos que soportan los principales motivos funcionales de este tipo de 
bombas. Los resultados concuerdan con la agrupación propuesta aunque CtpI presenta 
un comportamiento anómalo con gran cantidad de TMS ubicados en su mayoría en el 
extremo C-terminal. El primer recuadro (topología tipo I) muestra la disposición 
característica de bombas del grupo HM. El segundo exhibe la topología tipo II 
característica de bombas de protones y metales alcalinos o alcalinotérreos, donde se 
ubicó CtpF (proteína bajo estudio). KdpB, presenta una topología tipo III única para este 
tipo de subunidades de procariotas. Finalmente, la proteína MgtC que exhibe 4 TMSs 
ubicados en su extremo N-terminal.  
Proteína Grupo # TMSs Topología Tipo 
CtpA 
CtpB 
CtpC 
CtpD 
CtpG 
CtpJ 
CtpV 
HM 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
I 
CtpE 
CtpF 
CtpH 
CtpI 
H-AM 10 
 
 
 
 
 
 
 
II 
KdpB KdpB 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
III 
MgtC --- 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
--- 
 
Pero, no siempre fue fácil establecer el número total de TMSs haciendo únicamente 
análisis de secuencia de aminoácidos. La predicción de topología se complicó 
especialmente con las proteínas CtpI y CtpH del grupo H-AM. Este par de proteínas, 
anormalmente grandes, poseen una organización particular, en la que la parte similar a 
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las ATPasas tipo P conocidas se ubica en la mitad C-terminal, mientras que su inusual 
extremo N-terminal no exhibe homología con proteínas o dominios proteicos 
caracterizados. Análisis recientes de las proteínas CtpH y CtpI de M. bovis las 
catalogaron como FUPA 24 (TC No. 3.A.3.24), que significa “Functionally 
uncharacterized P-type ATPase family 24” [57]y de dicha manera fueron consignadas en 
la base de datos TCDB-Transporter Clasification Database (http://www.tcdb.org/). Las 
proteínas de esta familia se describen como homólogos de casi el doble del tamaño 
normal de las ATPasas tipo P, que exhiben una fusión interna en la que su C-terminal 
retiene todos los motivos funcionales y su N-terminal carece de ellos [11]. Afirmaciones 
con las que la presente investigación concuerda y que evidencia en el análisis de motivos 
funcionales. Pero, el desacuerdo aparece en la topología anotada para estas proteínas 
en la base de datos TCDB, que sugiere la existencia de solo dos TMSs.       
Para superar las dudas generadas por los resultados de los seis predictores basados en 
secuencia de aa y por la información consignada en el TCDB, se optó por corroborar las 
topologías propuestas haciendo la predicción de las estructuras terciarias de las 12 
ATPasas tipo P de M. tuberculosis H37Rv (ver tabla 6-2) y usando las dos últimas 
herramientas relacionadas en la tabla 5-2, TMDET y PPM server, que identifican TMSs 
partiendo de estructura 3D, de tal manera que se garantice que las α-hélices además de 
tener el tamaño y la composición correcta, se dispongan cercanas en el espacio y de 
forma casi paralela entre ellas para que se ubiquen en la membrana plasmática en una  
posición permitida y adecuada. 
 
Tabla 6-2: Listado de los métodos de modelamiento usados: Homología (H) con 
Swiss-Model y Threading (T) con I-TASSER. El % de identidad es de la secuencia a 
modelar con el molde(s) utilizado(s). Para la estrategia Threading se muestra el top 5 de 
moldes usados. “C” hace referencia al C-score, una estimación de la calidad de modelos 
construidos con I-TASSER; esta en un rango creciente de calidad entre -5 y 2 [113]. En 
tanto que “Z” hace referencia al Z-score de Ramachandran, una medida de la calidad del 
modelo (Z-scores cercanos a cero corresponden a modelos de alta calidad) [91]. 
Proteína Mét Moldes (PDB ID) % Id  Cobertura (total) C Z 
MgtC T 2qfiA,2gnxA,3ke6A,3q15A,3gtgA 4-12 1-234 (234) -4.20 -3.695 
CtpA H Cu ATPasa (3j09) 34.23 14-745 (761) - -3.198 
CtpB H Cu ATPasa (3j09) 35.51 16-752 (752) - -3.339 
CtpC H Cu ATPasa (3rfu) 33.96 119-716 (718) - -3.530 
CtpD H Cu ATPasa (3j09) 30.24 56-652 (657) - -2.818 
CtpE T 3kdpA,2zxeA,3ixzA,1wpgA,3rfuA 20-21 1-797 (797) 1.11 -2.226 
CtpF H Ca ATPasa SERCA (3ar4) 30.18 9-903 (905) - -1.745 
CtpG T 1mhsA,3ba6A,3b8cA,3kdpA,3ixzA 10-22 1-771 (771) -1.55 -2.923 
CtpH T 3kdpA,3ixzA,3ba6A,3b8cA,1mhsA 12-23 41-1539 (1539) -1.63 -2.002 
CtpI T 3kdpA,2zxeA,3ixzA,1wpgA,3b8cA 14-23 161-1632 (1632) -1.26 -3.089 
CtpJ H Cu ATPasa (3j09) 30.50 19-656 (660) - -2.834 
CtpV H Cu ATPasa (3rfu) 43.74 128-765 (770) - -3.578 
KdpB T 3rfuA,3ixzA,3kdpA,3a3yA,1wpgA 16-23 1-709 (709) 0.27 -1.386 
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Figura 6-4: Topología tipo II de las proteínas CtpH y CtpI de M. tuberculosis H37Rv. 
Estos modelos de estructura terciaria generados con la herramienta I-TASSER, fueron 
modificados con el servidor PPM server [87], para incluir una posible ubicación de la 
bicapa lipídica. La posición de los “dummies”, en color verde claro, corresponde a la 
localización que tendrían los grupos carbonilo de la bicapa, y entre ellos se observan los 
10 TMSs predichos en colores variados. En ambos casos, se ha ubicado el extremo N-
terminal altamente desorganizado hacia la derecha, en la cara citoplasmática de la 
membrana. (a) Modelo de CtpH indicando su topología; basado en los resultados 
obtenidos con PPM server. (b) Modelo de CtpI indicando su topología; basado en los 
resultados obtenidos con TMDET. 
           
 
Estos dos servidores coincidieron en sus resultados y ayudaron a ubicar los modelos de 
estructura terciaria construidos en los planos que ocuparía una bicapa lipídica, 
permitiendo validar y corregir las predicciones de topología previas. Los resultados 
obtenidos para las proteínas CtpH y CtpI (figura 6-4 a y b, respectivamente) evidencian 
una topología tipo II, con 10 TMSs, igual a lo encontrado para los otros integrantes del 
grupo H-AM. Entonces, se hace necesario realizar la respectiva solicitud a la TCDB, para 
que se corrija la información de la topología de estas dos proteínas pertenecientes a la 
FUPA 24.  
La TCDB recientemente incluyó a CtpE de M. bovis en la FUPA 23 (TC No. 3.A.3.23) y a 
CtpC en la FUPA 32 (TC No. 3.A.3.32.2), con topologías tipo II y I respectivamente, en 
concordancia con el presente estudio topológico.  
6.2.2 Topología de la proteína MgtC 
Según se aprecia en el último esquema de la tabla 6-1, la proteína MgtC posee cuatro 
TMSs ubicados en su extremo N-terminal, región altamente conservada a lo largo de la 
familia. Posee también un largo dominio C-terminal variable entre microrganismos [114], 
característica que se evidencia también en su estructura terciaria predicha (figura 6-5).  
(a) (b) 
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Figura 6-5: Predicción de la estructura terciaria de la proteína MgtC del MTBC, 
mostrando la topología propuesta, con 4 TMSs y los N- y C- terminales hacia la cara 
citoplasmática de la membrana. Modelo generado con la herramienta I-TASSER, y 
modificado con el servidor PPM server [87]. 
 
 
Esta predicción resultó controversial, ya que aunque los seis algoritmos usados predicen 
4 TMSs, su orientación no es clara; varios de ellos sugieren que el extremo N-terminal de 
la proteína es extracitoplasmático, lo que obligaría a que el extremo C-terminal también lo 
fuera, contradiciendo estudios experimentales previos hechos a la proteína MgtC de S. 
Typhimurium que demuestran que su C-terminal es citoplasmático [114]. 
Dicha proteína MgtC de Salmonella comparte un 38,1 % de identidad en secuencia de 
aminoácidos con la proteína MgtC de M. tuberculosis H37Rv, pero carece de similitud 
con proteínas de función conocida. En ella se reportó la existencia de 5 TMSs en su 
extremo N-terminal, con un dominio C-terminal citoplasmático [64]. Aunque su anotación 
actual en el Uniprot, muestra únicamente 4 TMSs.  Aproximaciones bioinformáticas y 
experimentales indicaron que el dominio C-terminal de la proteína MgtC de Salmonella es 
un dominio citoplasmático, que se cree, tiene un rol importante en la función de la 
proteína [114]. Este dominio mostró cierta similitud con pequeñas proteínas que adoptan 
una estructura βαββαβ, a la que no se le asocia una función en particular, pero que se 
encuentra en dominios de unión a cationes metálicos, motivos de reconocimiento de RNA 
o dominios regulatorios de unión a aminoácidos [114]. Sin embargo, se sabe que tal 
estructura de aparente unión a cationes metálicos no coordina al catión Mg2+, como se 
pensó originalmente. En general, en la secuencia del MgtC de Salmonella no se 
reconocen motivos conservados que permitan identificar sitios funcionales [114].   
Entonces, con el fin de aclarar la topología del MgtC micobacteriano se optó por predecir 
sus TMSs sobre la estructura terciaria, tal y como se describió para las proteínas CtpH y 
CtpI. El modelo generado (figura 6-5), exhibe claramente los 4 TMSs predichos ubicados 
de forma casi paralela a través de la bicapa lipídica. Existe un loop adicional embebido 
en la membrana, que no la atraviesa y que puede ser el que se consideró como quinto 
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TMS (de color azul en el modelo de la figura 6-5). Finalmente se concluye que es muy 
probable que la topología de la proteína MgtC del complejo tuberculoso, sea la mostrada 
en la tabla 6-1, con sus N-terminal y C-terminales dispuestos hacia la cara citoplasmática 
de la membrana.  
Esta parte del estudio permitió concluir que el análisis de la estructura terciaria, es un 
recurso confiable para corroborar topologías predichas, siempre que se cuente con 
modelos 3D de buena calidad. Dicha calidad se evaluó calculando los z-scores de 
Ramachandran para cada una de las estructuras terciarias relacionadas en la tabla 6-2. 
Su valor, se considera una medida de la calidad del modelo, siendo los mejores modelos 
aquellos con z-scores cercanos a cero, en tanto que valores de -4.0 o menores indican 
serios problemas con la estructura [91]. Claro esta, que los valores de z-score de 
proteínas de membrana suelen estar alejados de los valores óptimos debido a que las 
proteínas usadas por WHAT IF para el entrenamiento de la herramienta Ramachandran 
plot evaluation, fueron en su mayoría solubles [91]. 
6.3 Análisis de motivos conservados  
 Proteína MgtC: 
 
Esta proteína completamente conservada en el MTBC (alineamiento en el anexo D) se 
analizó con el servidor InterProScan, corroborando que hace parte de la familia de 
proteínas con su mismo nombre (PF02308), la que está constituida por 2379 secuencias 
distribuidas en 1432 especies, en su mayoría bacterianas, tal y como se evidencia en la 
figura 6-6. Debido a que aun no es del todo clara la función de este tipo de proteínas, es 
difícil identificar motivos funcionales. En 2007 Rang y colaboradores identificaron 
cambios puntuales de aminoácidos que promueven o evitan la función del MgtC tanto en 
macrófagos, como in vitro [114]. En el alineamiento de las proteínas MgtC de S. 
Typhimurium y M. tuberculosis H37Rv se resaltan dichos residuos (figura 6-7). 
Los ensayos basados en mutagénesis dirigida, mostraron que el residuo N92 parece ser 
importante para la función del MgtC tanto para el crecimiento en medios con bajas 
concentraciones de Mg2+, como en macrófagos. En tanto, que C99 tiene un rol específico 
dentro de los macrófagos, al estar posiblemente involucrado en un puente disulfuro, 
contribuyendo a la conformación de la proteína o interactuando con algún cofactor aun 
desconocido. En contraste, E84 y W226 parecen estar específicamente involucrados en 
el crecimiento en medios pobres en Mg2+. Adicionalmente se estableció, que la habilidad 
del MgtC para promover el crecimiento in vitro en bajas concentraciones de magnesio, no 
es suficiente para promover la replicación dentro de macrófagos [114]. El residuo no 
conservado en la posición 114, en donde la glutamina de Salmonella se ha sustituido por 
una fenilalanina en el MTBC, se supone que tiene algún rol dentro de los macrófagos, 
pero se sabe que no está conservado en toda la familia MgtC [114]. 
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Figura 6-6: Análisis de dominios conservados presentes en la proteína MgtC y 
distribución taxonómica de la familia MgtC (PF02308). En el recuadro de la parte superior 
se muestra el resultado del análisis de la secuencia MgtC de M. tuberculosis H37Rv 
usando la herramienta InterProScan. El recuadro de la parte inferior muestra una 
representación gráfica de la distribución taxonómica de está familia de proteínas, 
resaltando la posición de M. tuberculosis que contribuye con 27 secuencias.  
 
 
 
Figura 6-7: Alineamiento pareado de las proteínas MgtC de S. Typhimurium y M. 
tuberculosis. En recuadros verdes se señalan los residuos importantes para la función de 
las proteínas conservados en las dos secuencias (E84, N92, C99 y W226), mientras que 
el recuadro naranja resalta una sustitución no conservativa ocurrida en la secuencia de 
M. tuberculosis, N114 por F113. 
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 Motivos conservados de las ATPasas tipo P del MTBC:  
 
En el caso del análisis de motivos conservados presentes en las ATPasas tipo P del 
bacilo tuberculoso, el servidor InterProScan solo permitió confirmar que ellas pertenecen 
a la familia Pfam E1-E2_ATPase (PF00122). Por ello fue necesario realizar un análisis 
“manual” examinado directamente las secuencias en busca de los cambios sutiles 
existentes entre los nueve motivos característicos de las ATPasas tipo P [11, 57], 
especialmente aquellos determinantes de la especificidad hacia los cationes 
transportados. Casi la totalidad de las proteínas poseen los 9 motivos buscados (tabla 6-
3), excepto KdpB que carece del motivo de unión a ion, motivo número 4. Esto era de 
esperarse, ya que KdpB es la subunidad β de una ATPasa multimérica transportara de K+ 
en procariotas, llamada  KdpFABC. En este complejo proteico quien coordina al catión es 
la subunidad KdpA y por tanto KdpB no posee sitios de unión al catión potasio. La 
búsqueda usando los HMM construidos identificaron a KdpB ya que ella posee los 8 
motivos restantes de ATPasas tipo P y la arquitectura global de este tipo de bombas 
[103]. Las dos subunidades adicionales, KdpF y KdpC se cree que son importantes para 
la integridad estructural del complejo proteico y para la catálisis del proceso de transporte 
[103]. Al ser este el sistema KdpFABC exclusivo de organismos procariotas, es 
fundamental explotar su potencial como posibles dianas terapéuticas para el control de 
enfermedades causadas por agentes bacterianos, como M. tuberculosis. 
En la tabla 6-3 se muestran los motivos y posiciones de los mismos en cada una de las 
ATPasas tipo P del bacilo tuberculoso. Cabe aclarar que los motivos identificados en las 
ATPasas tipo P del bacilo tuberculoso exhiben ligeras variaciones con respecto a las 
secuencias consenso originalmente identificadas en bombas de organismos eucariotas 
[57]. Las ATPasas tipo P pertenecientes al grupo H-AM y la proteína KdpB exhiben 
secuencias consenso de los motivos 1, 2, 3 y 8 concordantes con lo esperado, con solo 
algunas ligeras variaciones permitidas: motivo 1 (PVA)G(DE), motivo 2 P(AS)D, motivo 3 
TGE(SA) y motivo 8 (MLV)I(TS)GD. El motivo 4 (PEGL) encargado de la coordinación de 
los cationes de metales alcalinos o alcalinotérreos se encuentra únicamente en CtpE, 
CtpF y CtpI, mientras que CtpH posee un residuo diferente en la cuarta posición, 
convirtiendo la secuencia consenso del motivo cuatro en PEG(LM). Por su parte, el 
motivo de fosforilación (número 5), el más conservado a lo largo de la superfamilia, sufre 
pequeñas variaciones permitidas llevando a la secuencia DKTGT(LI)(TS). Finalmente, los 
motivos 6 [(KI)GA(PVA)(EDA)], 7 [(DV)(ASPI)(VP)(KAR)] y 9 [(VTC)AM(TV)GDG(VSAT) 
ND(AV)(PAL)A(LI)(RKA)(QMAD)A(DNT)(VI)G(VI)(AG)(MV)] son los más variables, 
especialmente el motivo 9 en el que se observan cambios entre aminoácidos polares y 
no polares lo que probablemente no afectará su función, que es la de otorgar a las 
proteínas la flexibilidad necesaria para llevar a cabo los cambios conformacionales 
sucedidos durante su ciclo catalítico, por lo que se denomina motivo bisagra [57]. 
Por otro lado, el grupo HM que exhibe los motivos conservados mostrados en la tabla 6-
3, exhibe una total conservación del motivo 5 y la secuencia del motivo 4 característica 
de transportadores de metales pesados: CtpA, CtpB, y CtpV exhiben la secuencia 
CPCAL, descrita en transportadores de formas iónicas de cobre; aunque, asignar el 
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correcto estado de oxidación del cobre por predicciones bioinformáticas e incluso 
mediante procedimientos experimentales es un reto, pero debido a que en situaciones 
similares se ha propuesto, acá se sugiere entonces que si trata de exportadores, estas 
tres proteínas presentaran mayor afinidad hacia Cu1+, debido a que las condiciones 
reductoras presentes en el interior de las células, probablemente mantendrán el catión 
cobre en su forma iónica más reducida [115]. Las otras 4 proteínas del grupo poseen 
secuencias asociadas con el transporte de otro tipo de metales pesados. 
 
Tabla 6-3: Nueve motivos conservados de las ATPasas tipo P identificadas en 
proteomas del MTBC comparados con los nueve motivos característicos de la 
superfamilia. Los residuos en rojo son idénticos al consenso, el azul corresponde a 
sustituciones conservativas, el verde evidencian sustituciones semi-conservativas y el 
color negro se usó cuando los residuos de una posición dada fueron muy diferentes.  
Motivo 
Consenso 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
PGD PAD TGES PEGL DKTGTLT KGAPE DPPR MVTGD VAVTGDGVNDSPALKKADIGVAM 
CtpA PDG PAD TGEA CPCAL DKTGTLT AATVE DAVK LLTGD VAMVGDGINDGPALARADLGMAI 
Posición 251 259 296 399 443 473 566 588 632 
CtpB PGE AAD TGEA CPCAL DKTGTLT AAAVE DTLK LLTGD VAMVGDGINDGPALVGADLGLAI 
Posición 276 281 299 402 446 480 575 597 641 
CtpC IGD PVD TGEN CPCAV DKTGTLT KKASE DEVR MLTGD VGMVGDGINDAPALAAADIGIAM 
Posición 238 251 269 364 408 505 538 561 605 
CtpD VGD PAD TGES SPCAV DKTGTLT RGAPL DQLR LLTGD VLLVGDGVNDAPAMAAARAAVAM 
Posición 169 182 200 303 347 437 471 494 538 
CtpE PGD VVD TGEA PEGL DKTGTLT IGAPD DARE VISGD VAMTGDGVNDVLALKDADIGVAM 
Posición 129 134 153 258 301 386 447 464 531 
CtpF PGD PAD TGES PEGL DKTGTLT KGAVE DPPR MITGD VAMTGDGVNDAPALRQANIGVAM 
Posición 142 155 174 290 333 465 541 563 638 
CtpG VGD ATD TGES APCAL DKTGTLT AAALE DELR MLTGD TAMVGDGVNDAPALAAADLGIAM 
Posición 285 298 316 418 462 492 581 603 646 
CtpH PGD PAD TGES PEGM DKTGTLS KGAPE DTPR LITGD CAMVGDGSNDAAAIRAATVGIGV 
Posición 776 789 808 922 965 1060 1132 1154 1225 
CtpI VGD PAD TGES PEGL DKTGTLT KGAPE DTAR LITGD TAMVGDGANDAAAIRMADVGIGV 
Posición 865 878 897 1010 1053 1167 1243 1265 1335 
CtpJ IGD SAD TGEP SPCAV DKTGTLT RGTPE DQLR LLTG D LTVVGDGINDAPALAAAHVGIAM 
Posición 162 175 193 296 340 347 472 495 539 
CtpV VGD PVD TGES CPCAL DKTGTLT AAAVE DTVK MITGD VAMVGDGVNDAPALVQADLGIAI 
Posición 282 295 313 416 460 490 589 611 655 
KdpB AGE SVD TGES - DKTGTIT KGAAA DEMR MITGD VAMTGDGTNDAPALAQADVGVAM 
Posición 153 169 176 - 324 417 485 496 540 
HM Cons. VGD PAD TGES CPCAL DKTGTLT AAAVE DTLR LLTGD VAMVGDGINDAPALAAADLGIAM 
H AM Cons. PGD PAD TGES PEGL DKTGTLT KGAPE DTPR LITGD VAMTGDGVNDAAALRXADIGVAM 
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6.4 Resumen de las características de las ATPasas tipo P 
identificadas  
En la tabla 6-4, se resumen las principales características de las ATPasas tipo P 
codificadas en el genoma de M. tuberculosis H37Rv. Se relacionan masas moleculares y 
puntos isoeléctricos predichos, los resultados de topología, y se propone una 
clasificación filogenética y posibles afinidades hacia cationes, con base en los resultados 
de la presente investigación. Al parecer, las micobacterias del MTBC, usan una 
estrategia de multicopia de estas bombas, que puede usar como un seguro de vida 
durante la infección. 
Aunque se trata de sugerencias basadas en estudios predictivos, genera herramientas 
para posteriores estudios orientados a su caracterización molecular, indicando los tipos 
de cationes que deben ser ensayados frente a cada bomba. Dichos ensayos están 
siendo actualmente realizados para las proteínas CtpF, CtpA, CtpH y CtpE, obteniendo 
de las proteínas recombinantes y los mutantes defectivos en ellas, para realizar ensayos 
de actividad ATPasa tipo P, frente a concentraciones variables de los iones posiblemente 
transportados y usando inhibidores específicos para cada bomba.  
 
Tabla 6-4: Principales características de las ATPasas tipo P identificadas en el 
proteoma de M. tuberculosis H37Rv. * Reportada en 2011 como exportador del catión 
zinc [104]. ** Caracterizada como Cu+ ATPasa y como factor de virulencia del bacilo 
tuberculoso [106].  
Proteína Grupo Gen # aa 
PM 
(kDa) 
pI 
# 
TMS 
Tipo 
topol. 
Clasif. 
filogenética 
Posible catión 
trasportado 
CtpA H-AM Rv0092 761 78,9 6,8 8 I PIB Cu
+
 
CtpB H-AM Rv0103c 752 77,5 7,0 8 I PIB Cu
+
 
CtpC H-AM Rv3270 719 76,5 7,1 8 I FUPA 32 * Zn
2+
 
CtpD H-AM Rv1469 657 67,9 6,3 8 I PIB Co
2+
, Cd
2+
 … 
CtpE HM Rv0908 797 85,0 6,6 10 II FUPA 23 Na
+
 o H
+
 
CtpF HM Rv1997 905 95,0 5,4 10 II PIIA o PIIC Ca
2+
 o Na
+
/K
+
 
CtpG H-AM Rv1992c 771 79,3 5,6 8 I PIB Zn
2+
 
CtpH HM Rv0425c 1539 159,8 8,3 10 II FUPA 24 Ca
2+
 
CtpI HM Rv0107c 1632 169,6 6,0 10 II FUPA 24 --- 
CtpJ H-AM Rv3743c 660 68,6 9,0 8 I PIB Co
2+
, Cd
2+
 … 
CtpV H-AM Rv0969 770 80,1 9,2 8 I PIB ** Cu
+
 
KdpB KdpB Rv1030 709 74,6 6,1 7 III PIA K
+
 
6.5 Elección de la ATPasa a estudiar 
Como parámetro para la elección se consideró que la posible ATPasa a estudiar tuviera 
aparentes funciones importantes durante procesos cruciales del bacilo tuberculoso como 
la infección y la resistencia antibiótica. Para ello, se analizaron trabajos previos en los 
que se establecían perfiles de expresión génica bajo diferentes condiciones. En el 
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primero de ellos se establecieron los niveles de expresión luego de un tratamiento de las 
bacterias con seis compuestos antimicrobianos, encontrando que los genes ctpF y ctpC 
aumentan sus niveles de expresión frente a 3 compuestos: isoxyl, tetrahidrolipstatina y 
SRI# 9190, sugiriendo que estos genes pueden contribuir a la resistencia intrínseca de 
M. tuberculosis a tales compuestos [116]. Dos estudios adicionales afirman que ctpF 
aumenta sus niveles de expresión más de 6 veces frente a bajas disponibilidades de 
oxígeno [117, 118]. La hipoxia en general, conlleva a la activación del regulador de dos 
componentes dosRS, de cuyo regulón hace parte también ctpF [117, 119, 120]. Otros 
estudios se centraron en el comportamiento transcripcional de la micobacteria frente a 
sustancias tóxicas. Por ejemplo, muestran que ctpF aumenta 2,5 veces sus niveles de 
expresión cuando la micobacteria es expuesta a S-nitrosoglutation (GSNO), etanol y 
H2O2 [119], y 7 veces luego de un tratamiento con óxido nítrico [120]. Estos experimentos 
asemejan las condiciones que enfrentan las micobacterias durante la infección, y 
efectivamente los resultados coinciden, ya que se ha identificado también un aumento en 
los niveles de expresión de ctpF luego de la fagocitosis de las micobacterias [121].  
Como se puede inferir de esta gran cantidad de estudios, ctpF debe jugar un papel 
fundamental en el bacilo tuberculoso ya que aumenta sus niveles de expresión en 
situaciones parecidas a las sufridas por el patógeno cuando infecta los macrófagos y al 
defenderse de factores externos severos. Razón por la que se definieron ctpF y mgtC 
como genes objeto del presente estudio, con el fin de conocer su función en M. 
tuberculosis y cómo su actividad y modulación contribuye al éxito de la bacteria durante 
la infección. 
6.6 Particularidades del análisis in silico de CtpF 
En la figura 6-8, se muestran los resultados de hmmsearch particulares para CtpF 
(integrante del grupo H-AM), los que evidencian su alta identidad con las Ca2+ ATPasas 
(SERCA) usadas para construir el respectivo HMM y en menor medida con las Na+/K+ 
ATPasas. Lo que concuerda con el análisis de motivos funcionales, topología (figura 6-9) 
y el modelo de estructura terciaría que sugieren que ctpF codifica para una ATPasa tipo 
P transportadora de formas iónicas de calcio, sodio y/o potasio. 
Pero conocer la afinidad de transporte de CtpF usando únicamente herramientas 
bioinformáticas es muy complicado, ya que las Na+/K+ ATPasas y Ca2+ ATPasas 
(SERCA) son muy similares, a tal punto que se ha sugerido que las Na+/K+ ATPasas 
evolucionaron de las Ca2+ ATPasas [11]. Las dos bombas son electrogénicas y poseen 
residuos ácidos en el sitio de unión al ion para coordinar cationes y excluir aniones [10]. 
Además los radios iónicos de los cationes Na+ (0,95Å) y Ca2+ (0,99 Å) son muy similares 
por los que resulta muy difícil diferenciar este tipo de bombas mediante análisis in silico 
[122]. Por tanto, CtpF será ensayado suponiendo que transporta Na+, K+, o Ca2+ y 
usando inhibidores específicos: Ouabaina para la Na+/K+ ATPasa, Tapsigargina para la 
Ca2+ ATPasa [10] y vanadato en general para todas las ATPasas tipo P, lo que permitirá 
confirmar que realmente es una bomba de ese tipo. 
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Figura 6-8: Puntajes obtenidos para CtpF durante la búsqueda de ATPasas tipo P en 
el proteoma de M. tuberculosis H37Rv, que indican la similitud existente entre CtpF y las 
proteínas usadas para construir cada uno de los 16 perfiles probabilísticos usados. 
 
 
 
Figura 6-9: Integración de la topología tipo II de CtpF confirmada por PPM server 
(izquierda), con la ubicación de sus motivos conservados (derecha). Los motivos 1 y 2 
encargados de facilitar los cambios conformacionales y el motivo 3 asociado con la 
actividad fosfatasa de la enzima, se ubican entre los TMSs 2 y 3 dentro del loop 
citoplasmático menor. El motivo 4 (PEGL), de unión a ion se ubica al final del cuarto 
TMS. El sitio de fosforilación, motivo 5 se observa en el loop mayor citoplasmático entre 
los TMSs 4 y 5, al igual que los motivos: 6, facilitador de la unión al ATP; 7, encargado de 
la transferencia del fosfato desde el ATP a la enzima; 8, catalizador de dicha 
transferencia; y 9, también llamado motivo “Bisagra” porque le da a la proteína la 
flexibilidad necesaria para que se den los cambios conformacionales durante el ciclo 
catalítico. Los motivos 8 y 9 poseen los sitios encargados de la coordinación del cofactor 
Mg2+ unido al ATP: TGDN y GDGXND [10, 56, 57]. En rojo se muestran las diferencias 
con los consensos de las ATPasas tipo P transportadoras de Na+/K+ y Ca2+.  
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 Estructura terciaria de CtpF:  
 
La estructura terciaria de CtpF (figura 6-10) se modeló por homología usando el servidor 
Swiss-Model y como molde la estructura de una Ca2+ ATPasa SERCA de conejo con la 
que comparte un 30.181 % de identidad (PDB ID: 3ar4 cadena A, determinada por rayos 
X con una resolución de 2.15 Å) [123]. En él, se observan claramente los 10 TMSs 
predichos, integrados a través de la bicapa lipídica en una topología tipo II. El modelo 
generó un z-score de -1.745, sugiriendo una buena calidad.  
El dominio de transporte de CtpF, hélices azules de la figura 6-10, debe ser muy flexible, 
ya que es el que permite el flujo de cationes transportados durante el ciclo catalítico [10]. 
El canal que se abre y cierra es formado por los TMSs 2, 4 y 6. Pero, quienes realmente 
participan en la coordinación de los sustratos son los TMSs 4, 5, 6 y 8 [56]. En cambio, el 
dominio de soporte específico de la clase (S), mostrado en amarillo es mucho más rígido 
sin muchas variaciones conformacionales durante el ciclo catalítico [10].Estos resultados 
son de gran importancia, ya que tener algún indicio del comportamiento de estas bombas 
en la membrana plasmática es fundamental para el entendimiento de su función y para 
conocer su potencial como diana terapéutica.
 
Figura 6-10: Estructura terciaria de la proteína CtpF, construida con el servidor Swiss-
Model, usando como molde una Ca2+ ATPasa SERCA (PDB ID: 3ar4). (a) En el modelo 
se muestran los loops citoplasmáticos, el menor en color cian claro y el mayor en cian 
oscuro. Adicionalmente, se muestran los 10 TMSs en la parte inferior del modelo. En azul 
los 6 primeros TMSs correspondientes al domino T de transporte, y en amarillo los 4 
últimos correspondientes al dominio S. (b) Al girar la molécula ubicando su parte 
citoplasmática hacia atrás, es posible ver la disposición de los dominios 
transmembranales. En magenta se resalta el motivo de unión al ion sobre el cuarto TMS. 
 
(b) 
(a) 
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6.6.1 Relación entre CtpF y MgtC        
La suposición de la existencia de una relación entre estas dos proteínas se basó en dos 
hipotésis: 1) Suponer que el MgtC tiene una función similar en las micobacterias y en 
Salmonella, donde se supone es capaz de regular la actividad Na+/K+ ATPasa de la 
bacteria durante la infección (figura 6-11) [61, 64]. Y 2) debido a que CtpF es la ATPasa 
tipo P del bacilo tuberculoso, con mayor probabilidad de transportar sodio y/o potasio. La 
hipótesis inicial conllevaría a una alteración de la homeostasis intrafagosomal y por tanto 
a un cambio en el comportamiento de las ATPasas tipo P del macrófago. Si el MgtC 
llegara a activar una Na+/K+ ATPasa del macrófago, le estaría dando una señal para que 
no entre en apoptosis y por tanto no muera con la micobacteria dentro [61].
 
Figura 6-11: Modelo esquemático de la vacuola de un macrófago con un bacilo de M. 
tuberculosis dentro. Se propone un modo de acción del MgtC (por analogía a una 
hipótesis previa de Salmonella enterica serovar Typhimurium) [64]. Recuadro: Micrografía 
electrónica que muestra al bacilo tuberculoso replicándose en macrófagos [124].  
 
 
Figura 6-12: Gráfico de nodos obtenido con el servidor String 9.0, que predice una 
relación existente entre las proteínas MgtC y CtpF de M. tuberculosis H37Rv. (a) 
Interacciones de CtpF con otras proteínas, incluyendo MgtC. (b) Interacciones de MgtC. 
(c) Tipos de relaciones. El score indica el grado de relación entre las proteínas, en este 
caso, el más alto resulta de la interacción entre MgtC y CtpF. 
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Recientemente se le ha dado fuerza a la hipótesis usando el servidor de String 9.0 
“Functional protein association networks” [92], que predice una interacción funcional entre 
las proteínas MgtC y CtpF de M. tuberculosis H37Rv. Como se observa en la figura 6-
12b, CtpF es la única de las 12 posibles ATPasas tipo P que interactúa con el MgtC. Las 
gráficas de nodos evidencian conexiones con otras proteínas que sería interesante 
examinar, para establecer aspectos adicionales ayuden a entender su función. 
6.7 Recombinante de sobreexpresión de MgtC 
El gen mgtC de 705 pb fue anotado en el genoma de M. tuberculosis cepa H37Rv como 
Rv1811, transportador C de Mg2+ ATPasa tipo P, entre las posiciones 2053443 y 
2054147 [36], codifica para una proteína de membrana de 234 aa (EC 3.6.3.1).  
6.7.1  Construcción y caracterización del plásmido pLNA1 
El plásmido pLNA1 resultó de la clonación del gen mgtC entre los sitios BamHI y EcoRI 
del vector lanzadera pMV261 (tabla 5-6). Brevemente, se obtuvo por PCR el fragmento 
“mgtC con SR” de 795 pb que tiene el gen mgtC flanqueado por los sitios de restricción 
BamHI y EcoRI. La PCR fue del tipo anidada usando como molde el amplímero “mgtC sin 
SR” y las condiciones mostradas en la tabla 5-5. La figura 6-13 muestra un esquema de 
este tipo de amplificaciones y el resultado obtenido. 
El fragmento mgtC con SR fue clonado en el vector pGEM-T Easy, transformando en 
células de E. coli JM109 con una eficiencia de transformación ~1,65x106 CFU/µg DNA y 
con una eficiencia de inserción cercana al 20 % (figura 6-13a). Los plásmidos extraídos 
de las colonias positivas (color blanco) se analizaron por mapeo de restricción generando 
las bandas predichas mediante el mapeo in silico (figura 6-14b y c). Se confirmó que el 
plásmido generado, pLNA3, era adecuado para la posterior subclonación en pMV261. 
 
Figura 6-13: Amplificación por PCR del gen mgtC. (a) Diagrama esquemático del gen y 
los oligos usados en la PCR anidada. (b) Productos de las dos PCRs: carril 2, control 
negativo de la segunda PCR (reacción con amplímeto mgtC sin SR sin DNA polimerasa); 
carril 3, amplímero mgtC sin SR (929 pb) que es el molde de la segunda PCR que genera 
el amplímero mgtC con SR de 795 pb, mostrado en el carril 4. 
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Figura 6-14: Obtención y análisis del plásmido pLNA3. (a) Resultado de la clonación del 
amplímero mgtC con SR clonado en el vector pGEM-T Easy. (b) Mapeo de restricción in 
silico del plásmido pLNA3. (c) Mapeo de restricción in vitro del plásmido pLNA3. 
 
 
La banda de 775 pb liberada del plásmido pLNA3 por digestión con EcoRI y BamHI (carril 
9 del gel de la figura 6-14c) se purificó y se ligó con el vector pMV261 previamente 
cortado con las mismas enzimas. La ligación se transformó en E. coli BL21(DE3) con una 
eficiencia de 1,16x106 ufc/µg de DNA. Las colonias recombinantes se identificaron 
mediante PCR en colonia con los oligos PMV comp up y RT MgtC Rev; las colonias 
positivas generaron bandas de 417 pb como se esperaba (figura 6-15a y b). Los 
plásmidos extraídos de dichas colonias se mapearon y se determinó su secuencia de 
nucleótidos (figura 6-15 c, d y e). El plásmido recombinante adecuado para la 
sobreexpresión del mgtC en micobacterias se llamó pLNA1. 
6.7.2 Transformación de M. smegmatis con el plásmido pLNA1 
Células electrocompetentes de M. smegmatis mc2155 fueron transformadas con 120 ng 
de pLNA1, obteniéndose al cabo de cuatro días colonias aisladas resistentes a 
kanamicina que internalizaron el plásmido y que estarían listas para los primeros ensayos 
de sobreexpresión y caracterización de la enzima. El plásmido debe ser posteriormente 
transformado en células de M. tuberculosis H37Ra, cepa elegida para realizar los 
ensayos encaminados a la caracterización de las proteínas bajo estudio. 
6.7.3 Sobreexpresión de la proteína MgtC en M. smegmatis  
La expresión del gen mgtC clonado corriente abajo del promotor hsp60 de pMV261, se 
indujo cultivando las bacterias a 45°C durante 30 minutos, justo antes de la lisis 
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bacteriana. Inicialmente, el  análisis de dicha sobreexpresión se realizó por SDS-PAGE 
(figura 6-16a), comparando la cepa recombinante, con aquella transformada con el vector 
pMV261 y estas a su vez con la cepa silvestre, M. smegmatis mc2155. En el gel se 
observa la aparición de una banda cercana a los 25 kDa solo apreciable en el lisado de la 
cepa recombinante (transformada con el plásmido pLNA1), un primer indicio que 
comprueba que la proteína MgtC, cuyo peso molecular es de aproximadamente 24,8 
kDa, se esta expresando debido a la presencia del plásmido pLNA1.  
Debido a la dificultad evidente de obtener un bandeo claro de las proteínas por SDS-
PAGE y a la imposibilidad de comprobar que la banda que aparece a 25 kDa 
corresponde a la proteína MgtC, se optó por corroborar la expresión del gen a nivel 
transcripcional, realizando ensayos de PCR en tiempo real, usando oligos dirigidos a la 
parte central  del gen mgtC (eficiencia de amplificación de 1,8) y como referencia de 
expresión el gen sigA, un gen constitutivo de las micobacterias, contra el que se 
dirigieron los oligos RTsigAdir y RTsigArev (eficiencia de amplificación de 2,1). El 
resultado (figura 6-16b) demuestra que en la cepa transformada con el plásmido pLNA1 
hay un  aumento en la expresión relativa de mgtC respecto a la cepa silvestre, y que 
dicho aumento no se debe al esqueleto del vector pMV261. Estos ensayos son además 
la optimización de los posteriores experimentos de PCR en tiempo real. 
 
Figura 6-15: Identificación y análisis del plásmido pLNA1. (a) Oligos utilizados para 
identificar colonias recombiantes (gen mgtC clonado en el vector pMV261). (b) PCR de 
comprobación del plásmido pLNA1 que indica la presencia de una colonia negativa en el 
carril 4 y colonias positivas en los carriles 2 y 3. (c) Mapeo de restricción in silico del 
plásmido pLNA1. (d) Mapeo de restricción in vitro de pLNA1.  
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Figura 6-16: Sobreexpresión de la proteína recombinante MgtC en M. smegmatis 
mc2155, posterior a la inducción por calentamiento. (a) Gel SDS-PAGE que muestra una 
banda cercana a los 25 kDa en los carriles 8 y 9 correspondiente a la proteína MgtC 
presente en el lisado de M. smegmatis transformada con el plásmido pLNA1; marcador 
de PM Spectra (Fermentas, USA). El resultado se compara con la cepa silvestre (carriles 
1 y 2) y con el control de la misma cepa transformada con el vector pMV261 (carriles 3 y 
4). (b) Expresión relativa de mgtC en las mismas tres cepas bajo estudio, determinadas 
por la técnica de PCR en tiempo real. Las barras de error representan el coeficiente de 
variación de dos replicas. 
 
6.7.4 Sensibilidad del recombinante de sobreexpresión de MgtC 
en M. smegmatis  
Al ser el MgtC un factor de virulencia del bacilo tuberculoso, se quiso averiguar si su 
sobreexpresión en M. smegmatis le confiere algún tipo de resistencia o sensibilidad 
frente a los dos antibióticos más activos contra la TB: la rifampicina y la isoniazida, que 
hacen parte del esquema de primera línea suministrado a pacientes con TB activa [20].    
En el ensayo, hecho por duplicado, se probó un rango amplio de concentraciones de los 
antibióticos debido a la falta de consenso entre los valores de MIC encontrados en la 
literatura de la cepa silvestre M. smegmatis mc2155 frente a estos dos 
antimicobacterianos. Estas diferencias suelen atribuirse al método de detección usado y 
factores inherentes al ensayo como las condiciones de cultivo. Por ello, en el presente 
caso se usó como una herramienta comparativa entre la sensibilidad de la cepa silvestre 
y la misma transformada con el plásmido pLNA1 que permite la sobreexpresión 
controlada de la proteína MgtC de M. tuberculosis H37Rv.Los resultados del ensayo 
(figura 6-17) muestran que la presencia del plásmido pLNA1 le confiere algún tipo de 
resistencia a M. smegmatis frente a RIF y a INH, en comparación con la cepa silvestre; y 
que dicha resistencia no es debida a la presencia del esqueleto del vector pMV261, ya 
que no existen diferencias en los valores de MIC entre la cepa silvestre y la misma 
transformada con el vector pMV261. De la fotografía cabe aclarar que las coloraciones 
anómalas de los pozos más concentrados de RIF se deben a la coloración propia de las 
soluciones de antibiótico. En la tabla 6-5 se consignan los valores de MIC establecidos 
en el ensayo, derivados de dos réplicas realizadas.  
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Figura 6-17: Determinación de la sensibilidad de M. smegmatis transformada con 
pLNA1 frente a concentraciones variables de RIF (5-320 µg/mL) e INH (30-1920 µg/mL). 
Las columnas 1 y 4 fueron inoculadas con la cepa silvestre M. smegmatis mc2155; 2 y 5 
con la cepa transformada con pMV261; y 3 y 6 con la cepa que sobreexpresa la proteína 
MgtC. Los antibióticos se añadieron haciendo diluciones seriadas a la mitad entre las filas 
A y G. La fila H corresponde al control de crecimiento sin antibiótico.  
 
Tabla 6-5: Valores de MIC en µg/mL, determinados mediante el ensayo de 
sensibilidad con Alamar Azul (Resazurina), para el recombinante de sobreexpresión de 
MgtC en M. smegmatis mc2155. En la primera columna se muestran los valores de MIC 
para la cepa silvestre mc2155. Las dos últimas columnas muestran los valores de MIC de 
la misma cepa transformada con pMV261 y pLNA1, respectivamente.  
 M. smegmatis (Silvestre) M. smegmatis pMV261 M. smegmatis pLNA1 
RIF 40 40 80 
INH 60 60 120 
 
El paso a seguir es estrechar los rangos de concentración para establecer con mayor 
certeza los MIC de los antibióticos, e intentar averiguar el mecanismo mediante el que el 
MgtC le confiere tal resistencia a M. smegmatis. Claro está, que establecer dichas 
relaciones puede ser muy complejo, ya que aunque se conoce el mecanismo de acción 
de los dos antibióticos, se desconoce la verdadera función de la proteína MgtC.  
RIF actúa contra el proceso de transcripción de un amplio rango de bacterias tanto Gram 
positivas como Gram negativas, ya que inhibe el producto del gen esencial rpoB, que es 
la subunidad β de una RNA polimerasa dependiente de DNA [125]. Por su parte, la INH 
es un profármaco activado por la hemoproteína catalasa-peroxidasa KatG. Inhibe a InhA, 
una proteína involucrada en la síntesis de ácidos grasos, por lo que resulta activa contra 
organismos del género Mycobacterium. La isoniazida es bactericida contra micobacterias 
de crecimiento rápido, pero bacteriostático frente a lentas crecedoras [126]. Por tanto, 
resulta interesante también establecer si le confiere resistencia a micobacterias lentas 
crecedoras que sobreexpresen la proteína MgtC recombinante. 
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6.8 Recombinantes de sobreexpresión de CtpF 
Estos recombinantes se construyeron de forma similar a lo descrito para la obtención del 
recombinante de sobreexpresión de MgtC. Solo que en este caso se decidió obtener 
también a CtpF como una proteína de fusión, con un Tag de histidinas en su N-terminal, 
para facilitar su aislamiento, purificación y detección. Una vez purificada la proteína será 
posible retirar el Tag usando una enteroquinasa, para evitar posibles interferencias del 
Tag de histidinas con la estructura de la proteína o con su actividad biológica. 
En general, no se dará mucho detalle al respecto ya que las construcciones de los 
plásmidos recombinantes se hicieron de forma similar a lo descrito para la obtención del 
plásmido pLNA1, sin mayores complicaciones, excepto al amplificar el gen por PCR ya 
que por su tamaño, cercano a las 3 kb, fue necesario usar la enzima de alta posesividad 
DreamTaq DNA polymerase (Fermentas, USA). Brevemente, los amplímeros 
flanqueados por los sitios de restricción BamHI y HindIII para clonar en pMV261 y por los 
sitios NdeI y BamHI para clonar en pET19b se obtuvieron siguiendo la estrategia de PCR 
anidada bajo las condiciones consignadas en la tabla 5-5 (figura 6-18). Una vez 
purificados, se clonaron en el vector pGEM-T Easy, generando los plásmidos pLNA5 
(ctpF-PMV) y pLNA6 (ctpF-PET). Clonajes que se comprobaron por mapeo de restricción 
y determinación de secuencia de nucleótidos.  
Posterior a ello, se realizaron las respectivas subclonaciones generando los plásmidos 
pLNA7 y pLNA8 adecuados para la sobreexpresión controlada de la proteína CtpF en 
micobacterias y E. coli, respectivamente (mapas mostrados en la figura 6-19). Aunque la 
integridad de los plásmidos ya se confirmó por secuenciación, estos aun están en la cepa 
E. coli BL21(DE3), en donde se realizó la clonación. Por tanto el recombinante pLNA8 ya 
se encuentra en la cepa de expresión en donde se realizarán los ensayos posteriores, 
mientras que pLNA7 debe ser transformado en las micobacterias que serán usadas para 
realizar los ensayos funcionales de la enzima.
 
Figura 6-18: Obtención por PCR del gen ctpF con lo sitios de restricción adecuados 
para la clonación en el vector pMV261 y en el vector pET19b. (a) Producto de la PCR 
anidada para obtener ctpF-PMV de 2777 pb usando como molde el amplímero ctpF sin 
sitios de restricción de 2995 pb. (b) Producto de la PCR anidada para obtener ctpF-PET 
de 2769 pb usando como molde el amplímero ctpF sin sitios de restricción. 
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Figura 6-19: Mapas de los plámidos contruídos para la sobreexpresión de la proteína 
CtpF. (a) pLNA5 plásmido construído en pGEMT-Easy mediante la inserción del 
amplímero que tiene el gen ctpF flanqueado por los sitios de restricción BamHI y HindIII. 
(b) pLNA6 plásmido construído en pGEMT-Easy clonando el amplímero del gen ctpF 
flanqueado por los sitios de restricción NdeI y BamHI. (c) pLNA7 plásmido para la 
sobreexpresión de ctpF en micobacterias. (d) pLNA7 plásmido para la sobreexpresión de 
la proteína CtpF en E. coli, como una proteína de fusión con un tag de histidinas en su N-
terminal. 
 
 
6.9 Precursores para la obtención del mutante M. 
tuberculosis H37Ra ctpF 
Como precursores para la obtención del mutante M. tuberculosis H37Ra ctpF por la 
técnica de Recombinería de micobacterias, se definieron el sustrato de intercambio 
alélico (AES) del gen ctpF, y la cepa de Recombinería, que en este caso es M. 
tuberculosis H37Ra transformada con un plásmido que permita la expresión controlada 
de las funciones de recombinación del micobacteriófago Che9c, necesarias para que se 
dé el evento de recombinación homóloga deseado [71].  
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Este componente de la investigación se realizó en el Laboratorio de Genética de 
Micobacterias de la Universidad de Zaragoza – España, durante una pasantía de 
investigación de cinco meses realizada en el año 2011, bajo la coordinación del Doctor 
José Antonio Aínsa especialista en el tema.   
6.9.1  M. tuberculosis H37Ra como cepa de Recombinería para la 
obtención de mutantes  
La cepa de recombinería M. tuberculosis H37Ra resultó de la transformación de la cepa 
silvestre con 250 ng del plásmido pJV53 que permite la expresión de las proteínas de 
recombinación Gp60 y Gp61 del micobacteriófago Che9c bajo el estricto control del 
promotor acetamidasa. La cepa control se obtuvo de forma similar, transformando la 
cepa silvestre H37Ra con el vector pLAM12 sobre el que se construyó el plásmido 
pJV53. La selección de los recombinantes se hizo cultivando la transformación durante 4 
semanas en placas suplementadas con kanamicina, marcador de resistencia de los 
plásmidos. Las colonias aisladas (figura 6-20a) se sometieron a PCR en colonia con 
oligos dirigidos a amplificar una zona del casete de kanamicina Tn903 para confirmar la 
presencia de los plásmidos (como control se usó una colonia de M. tuberculosis H37Ra 
cepa silvestre). La PCR dio como resultado bandas del tamaño esperado (846 pb) tanto 
para la cepa de recombinería como para el control de pLAM12 y ausencia de bandas en 
la cepa silvestre (figura 6-20b), resultado que confirma la obtención de las dos cepas 
necesarias para la construcción del mutante. 
La cepa de Recombinería ha sido apta para el crecimiento en medio con succinato como 
fuente de carbono, pero debido al alto costo y considerable tiempo necesario para la 
comprobación de sus funciones de Recombinería, estas serán determinadas durante la 
construcción del mutante defectivo en el gen ctpF. Cabe aclarar que los plásmidos 
usados en el presente estudio se han usado para obtener otras cepas de Recombinería, 
usadas en la obtención de cepas mutantes de M. tuberculosis H37Rv y M. smegmatis 
mc2155, en el laboratorio de Genética de Micobacterias (Unizar).  
6.9.2  Obtención del AES de ctpF  
El AES de ctpF se diseñó como un constructo de dsDNA de aproximadamente 2750 pb 
formado por un casete de resistencia a higromicina (HygR), flanqueado por secciones de 
homología corriente arriba y abajo del gen ctpF, llamadas sección A y sección B, 
respectivamente (ver figura 6-21a). Esas secciones de homología son de 
aproximadamente 500 pb, 100 de las cuales hacen parte del gen ctpF.   
Para su obtención, se plantearon las dos metodologías ilustradas en la figura 5-3, que 
involucran un gran volumen de manipulaciones genéticas, por lo que la obtención del 
AES se convirtió en el cuello de botella del proceso para la obtención del mutante.   
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Figura 6-20: Obtención de la cepa de Recombinería de M. tuberculosis H37Ra. (a) 
Colonias resultantes de la transformación de la cepa silvestre con el plásmido pJV53 
(medio de selección 7H10-T-ADC-Km). (b) Productos de PCR en colonia para amplificar 
un fragmento de 846 pb perteneciente al casete de resistencia a Km Tn903 de los 
plásmidos pJV53 (carriles 2 a 5) y pLAM12 (carriles 7-10). Carril 6: control negativo de 
PCR (colonia cepa silvestre M. tuberculosis H37Ra). 
 
La primera metodología se basó en una doble clonación en el vector pYUB854, que 
permite la inserción de las secciones A y B flanqueando el casete HygR; para luego 
liberar el AES por digestión con enzimas de restricción. El proceso, inició con la 
amplificación por PCR de los fragmentos de homología corriente arriba (sección A, 615 
pb) y corriente abajo (sección B, 528 pb) del gen ctpF (figura 6-21a y b) usando como 
molde DNA genómico de M. tuberculosis H37Rv. A cada sección se le crearon durante la 
PCR los sitios de restricción necesarios para la clonación dirigida en pYUB854.  
En primer lugar, se intentó clonar la sección B entre los sitios XbaI y BspHI de pYUB854, 
proceso que generó una serie de inconvenientes relacionados con una aparente 
actividad “star” independiente de metilación de la endonucleasa BspHI. Luego de muchos 
intentos se lograron los mejores resultados haciendo la digestión a 37°C durante 30 min, 
en una mezcla de buffers. Una vez obtenida la banda deseada se clonó en el vector 
pYUB854. Las colonias aisladas resistentes a higromicina se analizaron por PCR en 
colonia usando un oligo que anilla en el casete HygR (Hyg inv out) y otro que anilla en el 
fragmento clonado (Brev2013) para generar un fragmento de 1350 pb. La PCR evidenció 
que de las 96 colonias analizadas solo una era positiva (figura 6-21c y d). El plásmido 
aislado de dicha colonia, se llamó pLNA9, se analizó por mapeo de restricción y está 
siendo actualmente usado para la clonación de la sección A.   
Trabajar con el vector pYUB854 y sus derivados como pLNA9, resultó bastante 
complicado, ya que se necesita usar cepas de E. coli sin actividad  resolvasa, como 
HB101 y Mc1061, que exhiben un genotipo silvestre endA+. Debido a la presencia de 
gran cantidad de endonucleasas, las extracciones de plásmido a partir de dichas cepas 
son mucho más demoradas con pasos adicionales para intentar remover cualquier traza 
de actividad endonucleasa, pero aun así los plásmidos obtenidos sufren una degradación 
acelerada, acentuada durante posteriores procesos de digestión con enzimas de 
restricción. Luego de optimizar el proceso se decidió usar la cepa HB101 que permite 
aislar plásmidos más estables por mayores periodos de tiempo.  
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Figura 6-21: Obtención del AES de ctpF por doble clonación en pYUB854. (a) Esquema 
de las secciones A y B del gen ctpF. (b) Producto de la amplificando por PCR de las 
secciones A y B. (c) Esquema de la PCR de comprobación usada para clonajes aledaños 
al casete HygR. (d) PCR sobre colonia para identificar las colonias que contengan el 
plásmido pLNA9, en el carril 3 se muestra la banda única de 1350 pb que indicó la 
presencia de una colonia positiva. 
 
En vista de los problemas enfrentados al usar la técnica de doble clonación, se optó por 
seguir en paralelo un procedimiento alternativo para la obtención del AES, basado en una 
PCR solapante, que involucra solo una clonación (figura 5-3). Como ventaja adicional, en 
esta metodología se usaron cepas de E. coli endA- como DH5α que son mucho más 
fáciles de manipular en laboratorio. La principal diferencia al trabajar con este sistema, es 
que el vector pDH5 Hyg, usado para la clonación, carece de sitios RES flanqueando el 
casete HygR, por los que no permite obtener mutantes desmarcados. 
El proceso inició nuevamente con la obtención por PCR de las secciones A y B de ctpF 
(figura 6-22a). La sección B se clonó de forma dirigida entre los sitios XbaI y HindIII del 
vector pDH5 Hyg. La clonación se comprobó nuevamente por PCR en colonia usando los 
oligos Hyg dir out y Dol2013, con un producto esperado de ~900 pb (figura 6-22b). El 
plásmido pLNA10 extraído de la colonia positiva y comprobado por mapeo de restricción, 
se usó como molde en otra PCR con los oligos Eol2013 y Dol2013 para amplificar el 
casete de HygR y la sección B, con una pequeña secuencia (18 pb) homologa a la 
sección A, corriente arriba del casete de resistencia al antibiótico (producto de 2320 pb). 
Como se observa en la figura 6-22c, la PCR no produce bandas únicas por lo que el 
amplímero de 2320 pb llamado EDol2013 se purificó del gel y se clonó en el vector 
pGEMT-Easy.   
El plásmido pLNA11, aislado de una colonia positiva se analizó haciendo dos diferentes 
PCR’s en colonia: con los oligos Hyg dir out y Dol2013, producto de ~900 pb similar al 
mostrado en la figura 6-22b y una PCR idéntica a la usada para obtener el amplímero 
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EDol2013 que dió como resultado la banda de 2320 pb, sin bandas inespecíficas (figura 
6-22d). El plásmido pLNA11 se comprobó por mapeo de restricción evidenciándose el 
sentido de la clonación del amplímero en el vector pGEM-T Easy (figuras 6-22e, f, y g) y 
finalmente se determinó su secuencia de nucleótidos, encontrando que el amplímero 
EDol2013 clonado en pGEM-T Easy era el adecuado para la posterior PCR solapante. 
 
Figura 6-22: Obtención del amplímero EDol2013 necesario para generar el AES por 
PCR solapante. (a) Productos de PCR de las secciones A y B del gen ctpF usando como 
molde DNA genómico de M. tuberculosis H37Rv. (b) PCR Hyg out sobre colonia para 
identificar colonias transformadas con el plásmido pLNA10 (carril 2: control negativo 
sobre colonia de E. coli DH5α sin transformar; carril 3: colonia transformada con el vector 
pDH5 Hyg; carril 4: banda de 890 pb obtenida de la PCR sobre una colonia positiva). (c) 
Obtención mediante PCR del amplímero EDol2013 usando como molde el plásmido 
pLNA10. (d) Obtención mediante PCR del amplímero EDol2013 usando como molde el 
plásmido pLNA11. (e) Mapeo in silico del plásmido pLNA11. (f) Mapeo de restricción del 
plásmido pLNA11. (g) La flecha roja indica la dirección en la que se clonó el amplímero 
EDol2013 en el vector pGEM-T Easy (elucidado del mapeo de restricción). 
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Figura 6-23: Obtención del AES de ctpF por PCR solapante. (a) Esquema PCR 
asimétrica sobre la sección A usando únicamente el oligo Aol2013. (b) Resultado de la 
PCR asimétrica que evidencia la obtención de las mayor cantidad de las cadenas 
deseadas (c) Esquema PCR solapante para la obtención del AES usando como molde el 
producto de la PCR asimétrica y el amplímero EDol2013. (d) Resultado de la PCR 
solapante que evidencia la obtención del AES (bandas de 2750 pb en los carriles 2 y 3); 
en el carril 4 se muestra una reacción con los moldes sin polimerasa, razón por la que no 
se genera el AES. 
 
Luego de muchos intentos se optimizó la obtención final del AES, haciendo una PCR 
asimétrica, seguida de la PCR solapante. La PCR asimétrica hecha sobre la sección A 
permitió enriquecer la reacción con la cadena adecuada para la PCR solapante, la que 
resultó del uso de Aol2013 como único oligo en la reacción (figura 6-23a y b). Dicho 
producto junto con el amplímero EDol2013 fueron los moldes de la PCR solapante, que 
consta de un paso inicial de enriquecimiento del molde por acción de la DNA polimerasa 
y demás componentes de la reacción en ausencia de oligos; y un segundo paso de 
amplificación luego de adicionar a la reacción los oligos Aol2013 y Dol2013. Se obtuvo un 
producto de 2750 pb que es el AES para el remplazamiento de ctpF (figura 6-23c y d). 
Para la obtención del mutante solo resta transformar la cepa de Recombinería con 100 
ng del AES de ctpF, en donde se supone que las colonias obtenidas corresponden a la 
cepa mutante M. tuberculosis H37Ra ctpF. Debido a que la comprobación del genotipo 
se hace por Southern Blot, se proseguirá con la construcción cuando se cuente con las 
herramientas necesarias para ello. 
A diferencia de las técnicas precedentes para la obtención de mutantes, como la basada 
en vectores suicidas, la Recombinería de micobacterias permitió llegar al punto 
mencionado en un periodo de tiempo mucho más corto (~4 meses), en parte debido a 
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que la mayoría de manipulaciones genéticas se realizan en una bacteria de fácil 
manipulación y crecimiento acelerado como lo es E. coli. Es por ello, que la técnica esta 
siendo implementada desde 2008 por muchos laboratorios en el mundo. 
Esta innovadora técnica de mutagénesis de micobacterias está siendo actualmente 
implementada por el grupo Bioquímica y Biología Molecular de las Micobacterias (BBMM) 
de la Universidad Nacional de Colombia, como parte de la presente investigación.  
 
 
 
 
  
 
7. Conclusiones y Perspectivas 
7.1 Conclusiones 
La búsqueda bioinformática permitió identificar y clasificar 12 ATPasas tipo P en cada 
proteoma del MTBC, según sus posibles especificidades iónicas. Está clasificación 
provee indicios importantes para futuros análisis moleculares orientados a la 
caracterización de este tipo de bombas en las micobacterias del MTBC. 
Siete de las ATPasas tipo P identificadas corresponden a bombas de metales pesados, 
lo que sugiere su posible rol en la defensa celular de la micobacteria durante la infección. 
También evidenció que estas micobacterias no poseen contrapartes para las 
subunidades β no catalíticas de las H+/K+ y Na+/K+ ATPasas. 
Las ATPasas tipo P de M. tuberculosis H37Ra y H37Rv son idénticas, lo que valida la 
propuesta de construir los útiles génicos necesarios para la caracterización de estas 
bombas en H37Ra, una cepa atenuada más fácil de manipular en laboratorio. 
Los análisis de hidrofobicidad generaron topologías coherentes con la clasificación 
propuesta y evidenciaron una anotación errónea en la base de datos de transportadores 
TCDB (CtpH y CtpI de la FUPA 24). 
Para la sobreexpresión del posible transportador de cationes alcalinos o alcalino-térreos 
(CtpF de M. tuberculosis H37Rv) se construyeron los recombinantes pLNA7 y pLNA8 que 
permiten la obtención de la proteína en micobacterias y en E. coli.  
La proteína MgtC de M. tuberculosis H37Rv se sobreexpresó en M. smegmatis usando el 
recombinante pLNA1, obteniéndose una proteína de aproximadamente 25 kDa. La 
sobreexpresión, comprobada por PCR en tiempo real, generó una disminución en la 
sensibilidad de la cepa frente a los dos antibióticos más activos contra la tuberculosis, 
rifampicina e isoniazida.  
Según el servidor String 9.0 existe una relación de tipo funcional entre las proteínas MgtC 
y CtpF de M. tuberculosis H37Rv, que da fuerza a la hipótesis experimental. 
La recombinería resulto ser una técnica rápida y eficaz para la obtención de la cepa de 
recombinería y el AES de ctpF en un tiempo considerablemente corto. 
En general, se puede afirmar que el estudio realizado es un gran avance hacia el objetivo 
final de conocer el valor de las bombas de transporte catiónico ATPasas tipo P y sus 
Conclusiones y Perspectivas 75 
 
 
 
reguladores como posibles dianas terapéuticas, mediante la evaluación de su papel en la 
resistencia antibiótica e infección latente.  
7.2 Perspectivas 
En la actualidad se cuenta casi con la totalidad de las construcciones genéticas 
necesarias para los estudios funcionales y caracterización de las proteínas MgtC y CtpF 
de M. tuberculosis. Por tanto el paso a seguir son los estudios enzimáticos de actividad 
ATPasa total y dependiente de iones, en membrana plasmática, mediante la técnica de 
Fiske-Subbarow [127]; así como la determinación de los niveles de expresión de las 
posibles ATPasas tipo P en las diferentes cepas mediante PCR en tiempo real. 
Entonces, a corto plazo se espera elucidar la especificidad iónica de la ATPasa tipo P 
codificada por el gen ctpF, así como su influencia en la resistencia antibiótica, para lo que 
los útiles génicos construidos serán de gran ayuda. También se pretende establecer si el 
factor de virulencia MgtC es capaz de modular la actividad ATPasa tipo P del bacilo 
tuberculoso, y si para ello, usa a CtpF como herramienta.  
Adicionalmente, sería interesante indagar el comportamiento transcripcional y fenotípico 
de cepas sobreexpresando estas proteínas bajo condiciones que simulan aspectos 
característicos de la infección micobacteriana, como la hipoxia y la inanición. 
Los ensayos de sensibilidad frente a antituberculosos comunes sugieren que la 
sobreexpresión de MgtC influye considerablemente en la sensiblidad de la bacteria, por 
lo que resulta pertinente estrechar los rangos de concentración para establecer con 
mayor certeza los valores de MIC de los antibióticos, e intentar averiguar el mecanismo 
mediante el cual el MgtC le confiere tal resistencia a M. smegmatis. También se debe 
establecer si el MgtC modifica los perfiles de resistencia a antibióticos, de micobacterias 
de crecimiento lento frente a un mayor número de compuestos. 
A mediano plazo se pretende plantear un posible papel de estas proteínas en la 
resistencia antibiótica e infección latente de las micobacterias, así como proponer, si es 
posible, una nueva diana de potencial uso terapéutico, útil para el control de las 
infecciones causadas por micobacterias. 
A largo plazo y en colaboración con otras disciplinas, se espera que esta investigación 
contribuya al conocimiento de los mecanismos responsables del éxito del bacilo 
tuberculoso y porque no, al diseño racional de nuevos antituberculosos necesarios para 
mitigar el problema mundial causado por la enfermedad. 
 
 
 
 
  
 
8. Divulgación y Presentaciones en Eventos 
Científicos 
Los resultados de la presente investigación han sido dados a conocer en diversas 
instancias tanto nacionales como internacionales con una aceptación muy positiva. Han 
sido la base central de un manuscrito actualmente en proceso de publicación, y serán 
tenidos en cuenta en publicaciones futuras.  
La editorial Académica Española, ha manifestado recientemente su interés en publicar 
los resultados del análisis in silico de ATPasas tipo P del bacilo tuberculoso, en un libro 
impreso de amplia circulación internacional.  
Los resultados de la investigación también han sido presentados en eventos y reuniones 
científicas: 
 Presentación tipo Poster en el XXIX Congreso Latinoamericano de Química, realizado 
en Cartagena, Colombia entre el 27 de septiembre y el 1 de octubre de 2010: 
 
Título:  Análisis In Silico de una Posible Na+ ATPasa tipo P de M. tuberculosis 
Autores:  Jenifer Cuesta, Miyer Patiño, Lorena Novoa, Nelson Arenas, Luz Mary 
Salazar, Carlos Yesid Soto, Luis Ramón Osses 
 
 Presentación tipo Poster en el Primer Congreso Colombiano de Biología 
Computacional, realizado en Bogotá, Colombia entre el 23 y el 25 de marzo de 2011. 
 
Título:  Análisis In Silico de las posibles ATPasas tipo P de M. tuberculosis H37Rv 
Autores: Lorena Novoa, Paola Pulido, Nelson Arenas, Luz Mary Salazar, Carlos 
Yesid Soto 
 
 Presentación oral en el Laboratorio de Genética de las Micobacterias de la 
Universidad de Zaragoza – España, realizado el 9 de junio de 2011.  
 
Título:  Grupo de Bioquímica y Biología Molecular de las Micobacterias – BBMM 
de la Universidad Nacional de Colombia 
Autores: Lorena Novoa, Paola Pulido, Andrés León, Carlos Soto 
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 Presentación tipo Poster en el Workshop - Genomics in Infectious Diseases, a Public 
Tool, realizado en Bogotá, Colombia entre el 29 de noviembre y el 2 de diciembre de 
2011. 
 
Título:  Bioinformatic Analysis of Cation P type ATPases from M. tuberculosis 
H37Rv 
Autores: Lorena Novoa, Jenifer Cuesta, Miyer Patiño, Andrés León, Luz Mary 
Salazar, Carlos Soto 
 
Un reconocimiento muy importante recibido por el Grupo de Investigación Bioquímica y 
Biología Molecular de las Micobacterias por su trabajo con bombas ATPasas, fue el 
hacerse merecedor al premio como mejor trabajo tipo Poster presentado en el “32nd 
Annual Congress of the European Society of Mycobacteriology”, celebrado en Lübeck - 
Alemania entre 26-29 de junio de 2011.  
 
Título:  Antimicrobial Peptides Inhibit the F1F0 H
+-ATPase Activity of the M. 
tuberculosis Plasmatic Membrane 
Autores: Lorena Novoa, Paola Santos, Luis Osses, Luz Mary Salazar, Carlos Soto 
  
La elección como mejor trabajo, entre los 100 trabajos tipo poster presentados en el 
evento, destaca el esfuerzo de la Universidad Nacional de Colombia por hacer 
investigación de calidad, y para apoyar a sus estudiantes para que asistan a eventos de 
este tipo alrededor del mundo. Gracias a la elección, el grupo de investigación ha 
recibido una invitación por parte de la Sociedad Europea de Micobacteriología para 
participar en su próximo congreso a realizarse en Brasov – Rumania entre el 1 y el 4 de 
julio de 2012. El primer autor del trabajó recibió un beca para asistir al evento, que cubre 
los costos del mismo, así como los viáticos y gastos de viaje para asistir a él. 
 
  
 
A. Anexo:                         
Procedimientos experimentales usados 
en el desarrollo de la investigación 
Protocolo 1. Tinción diferencial de Ziehl-Neelsen 
Es una tinción diferencial para identificar bacterias ácido-alcohol resistentes como las 
micobacterias. Se realizo mediante el siguiente procedimiento: 
 
a. Preparar un frotis de cada una de las cepas micobacterianas a ensayar, sobre un 
portaobjetos.  
b. Fijar por calentamiento. 
c. Cubrir la preparación con unas gotas de fuscina fenicada filtrada.  
d. Calentar hasta emisión de vapores tres veces durante 5 minutos, sin permitir 
ebullición. 
e. Dejar enfriar y lavar con abundante agua.   
f. Cubrir durante 3 minutos con ácido clorhídrico al 3% en etanol. 
g. Lavar con agua. 
h. Cubrir con unas gotas de azul de metileno durante 1 minuto. 
i. Lavar con agua y dejar secar al aire. 
j. Observar al microscopio.  
 
Protocolo 2. Electroforesis de DNA en gel de agarosa [128] 
a. Preparar buffer TBE o TAE 1X, agregar la cantidad adecuada de agarosa para 
obtener una solución entre 0,7 y 2,5%, y disolver por calentamiento. 
b. Enfriar la agarosa hasta 55-60 °C. Añadir bromuro de etidio (concentración final 0,5 
µg/mL). 
c. Verter la agarosa fundida sobre el molde y colocar inmediatamente el peine. 
d. Al gelificar retirar cuidadosamente el peine y los tapones y colocar el gel en la 
cámara de electroforesis llena del buffer 1X.  
e. Disolver las muestras de DNA en buffer de carga y aplicarlas en los pozos del gel. 
f. Conectar los electrodos y aplicar un voltaje de 1 a 10 V por cm de gel.  
g. Visualizar el gel bajo luz UV (254 -366 nm). Cuando se requiera extraer el DNA de 
un gel de agarosa se usará un kit de extracción de banda siguiendo las instrucciones 
del proveedor. 
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Nota: se usaron los marcadores de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA ladder y 100 bp 
ladder de Fermentas y el marcador generado por la digestión de DNA del fago  con PstI. 
En el anexo B se muestra el patrón de bandas de cada uno de ellos.  
 
Protocolo 3. Reacción en Cadena de la Polimerasa – PCR 
 
a. Agregar al tubo eppendorf (cuyo tamaño depende del termociclador a usarse) cada 
uno de los componentes en las cantidades que permitan alcanzar las 
concentraciones adecuadas en un volumen final de 25-30 µL el cual se ajusta con 
agua MQ. Se agrega el buffer de la polimerasa, la enzima polimerasa, cloruro de 
magnesio, dNTP’s, los oligos y el molde de DNA.   
b. Mezclar exhaustivamente por pipeteo. 
c. Centrifugar brevemente para colectar la mezcla en el fondo del tubo. 
d. Introducir en el termociclador y someter a un programa adecuado, que incluye 
generalmente: una denaturación inicial del molde (10 minutos a 94°C), 30-35 ciclos 
de reacción que constan de un paso de denaturación (1 minuto a 94°C), un paso de 
anillamiento (1 minuto al Tm de los oligos), un paso de extensión (1 minuto por cada 
1000 pb a 72°C) y una extensión final (10 minutos a 72°C).  
 
Nota 1: Se debe incluir un control negativo, que es simplemente una reacción 
adicional con agua en lugar de DNA ó agua en lugar de enzima. 
 
Nota 2: Para realizar la PCR de colonia, se prepara la reacción de PCR normal solo 
que en lugar de adicionar DNA en solución como molde, se puede: 1) Tomar con un 
palillo estéril la colonia que se desea evaluar e introducirla en el eppendorf de la 
reacción; o 2) Partir de un cultivo líquido derivado de una colonia única, centrifugar 1 
mL de cultivo, resuspender en 100 µL H20 y calentar a 85°C por 20 minutos, 
centrifugar nuevamente y tomar 2 µL de sobrenadante como molde.  
 
Protocolo 4. Extracción de DNA genómico de micobacterias por el método del 
CTAB-NaCl [71] 
 
a. 10 mL de cultivo de micobacteria crecido hasta fase logarítmica, son transferidos a 
un tubo cónico de 15 mL y centrifugados a 2000 g por 20 minutos. Se desecha el 
sobrenadante y el pellet celular se resuspende en 1 mL de solución GTE (25 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA y 50 mM glucosa) 
b. Transferir a un tubo eppendorf y centrifugar durante 10 minutos. Desechar el 
sobrenadante y resuspender el pellet celular en 450 µL de solución GTE. 
c. Adicionar 50 µL de lisozima 10 mg/mL y mezclar suavemente. Incubar a 37°C toda la 
noche. 
d. Agregar 100 µL de SDS al 10% y mezclar suavemente. 
e. Adicionar 50 µL de proteínasa K 10mg/mL y mezclar suavemente. Incubar a 55°C 
por 20-40 minutos. 
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f. Agregar 200 µL de NaCl 5M y mezclar. Luego adicionar 160 µL de CTAB 
(precalentado a 65°C), mezclar suavemente e incubar a 65°C por 10 minutos. 
g. Adicionar un volumen igual (~1 mL) de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), mezclar 
suavemente y centrifugar durante 5 minutos. 
h. Transferir la fase acuosa (900 µL) a un tubo nuevo. Repetir la extracción con 
cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), mezclar suavemente y centrifugar durante 5 
minutos. 
i. Transferir la fase acuosa (800 µL) a un tubo nuevo. Adicionar 560 µL de isopropanol 
(0,7X), mezclar suavemente por inversión hasta que el DNA haya precipitado. 
Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos y centrifugar durante 10 minutos. 
j. Aspirar y descartar el sobrenadante. Adicionar 1 mL de etanol al 70% para lavar el 
pellet de DNA. Mezclar suavemente por inversión y centrifugar durante 5 minutos. 
k. Aspirar el sobrenadante y dejar secar el pellet al aire durante 15 minutos. 
Resuspender en 50 µL de buffer TE e incubar a 37°C para disolver el pellet. Guardar 
a -20°C. 
 
Protocolo 5. Preparación de células electrocompetentes [71] 
 
Es importante tener en cuenta que las células de E. coli y M. smegmatis deben ser 
mantenidas todo el tiempo en hielo, usar glicerol al 10% mantenido en hielo y centrifugar 
a 4°C. Para M. tuberculosis, las células, el glicerol y la centrifuga deben permanecer a 
temperatura ambiente. Esto mejora la eficiencia de transformación de las dos especies. 
 
a. Preparar un cultivo hasta fase logarítmica en el medio adecuado teniendo en cuenta 
que 50 mL de cultivo inicial generan aproximadamente 20 alícuotas de células 
competentes. 
b. El cultivo es transferido a tubos de centrífuga. Para E. coli y M. smegmatis los tubos 
deben ser incubados previamente en hielo por mínimo 30 minutos. 
c. Las células son colectadas por centrifugación a 4000 rpm por 10 minutos; el 
sobrenadante es descartado cuidadosamente. 
d. Lavar las células con 1/2 del volumen inicial de cultivo con glicerol al 10%, 
pipeteando suavemente o con golpes moderados. 
e. Centrifugar con en c; lavar las células con 1/4 del volumen inicial de cultivo con 
glicerol al 10%. 
f. Centrifugar con en c; lavar las células con 1/8 del volumen inicial de cultivo con 
glicerol al 10%. 
g. Centrifugar con en c; lavar las células con 1/10 del volumen inicial de cultivo con 
glicerol al 10%. 
h. Centrifugar con en c; lavar las células con 1/25 del volumen inicial de cultivo con 
glicerol al 10%. 
i. Alicuotar las células en tubos eppendorf de 1,5 mL pre-enfriados en hielo seco-etanol 
(40 µL de E. coli, 100 µL de micobacterias). Usar inmediatamente ó guardar a -80°C. 
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Protocolo 6. Transformación de células electrocompetentes por electroporación 
[71, 128] 
 
Al igual que en la preparación de las células, el procedimiento para E. coli y M. 
smegmatis debe hacerse en hielo, por lo que las cubetas de electroporación deben ser 
pre-enfriadas y las mezcla mantenidas en hielo. En el caso de M. tuberculosis todo el 
procedimiento se hace a temperatura ambiente.  
   
a. Mezclar suavemente la alícuota de células con 2-10 µL del DNA a introducir (10-100 
ng de DNA). El DNA debe ser previamente desalado para evitar corto circuito.  
b. Transferir la mezcla al fondo de la cubeta de 1 mm de diámetro e insertar en el 
electroporador. 
c. Pasar un pulso controlado de corriente: 
E. coli: 25 µF, 2,5 kV y 200Ω, entre 4 y 5 milisegundos 
Micobacterias: 25 µF, 2,5 kV y 1000Ω entre 15-25 milisegundos 
d. Tan pronto como sea posible, agregar a la cubeta 1 mL de medio de cultivo líquido a 
temperatura ambiente (SOC o LB para E. coli y 7H9-ADC Tween para 
micobacterias). 
e. Transferir a un Falcon de 15 mL e incubar a 37 °C por 1,5 horas para E. coli, 2 horas 
para M. smegmatis y toda la noche para M. tuberculosis.  
f. La transformación es plaqueada en el respectivo medio sólido suplementado con el 
antibiótico de selección (plaquear 100-200 µL). Incubar a 37°C hasta obtener 
colonias. 
 
Protocolo 7. Extracción y purificación de DNA plasmídico usando Tierra de 
Diatomeas 
 
a. Cultivar durante una noche, a 37°C con agitación, las células en 5 mL de medio LB 
suplementado con el antibiótico adecuado. 
b. Centrifugar 3 mL del cultivo (4 ciclos en eppendorf de 1,5 mL) a 13000 rpm X 5 min. 
c. Desechar el sobrenadante con la ayuda de pipeta. 
d. Resuspender el pellet en 100 µL de solución I fría, añadir 1 µL de RNasa e incubar a 
T ambiente X 5 min. 
e. Añadir 200 µL de solución II, mezclar suavemente por inversión y mantener durante 
5 min en hielo o hasta que se obtenga una solución viscosa debida a la lisis celular. 
f. Añadir 150 µL de solución III, mezclar por inversión e incubar durante 5 min en hielo 
hasta que se observe un precipitado blanco. 
g. Centrifugar a 13000 rpm X 5 min. Transferir la fase acuosa a un eppendorf limpio y 
añadir 1 mL de tierra de diatomeas. 
h. Incubar durante 15 min a T ambiente con agitación. Transferir la muestra a una 
minicolumna e introducirla en un eppendorf y centrifugar a 12000 rpm X 30 seg. 
i. Añadir 1 mL de etanol al 70% y centrifugar a 12000 rpm X 30 seg. 
j. Desechar los residuos y repetir el lavado con etanol al 70%. 
k. Descartar los residuos y centrifugar a 12000 rpm X 30 seg.   
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l. Pasar la minicolumna a un eppendorf de 1,5 mL nuevo y dejar secar la columna a T 
ambiente durante 10 min. 
m. Añadir al centro de la columna 25-50 µL de agua desionizada estéril precalentada a 
42oC e incubar 10 min a T ambiente. 
n. Centrifugar 1 min a 12000 rpm para eluir el DNA. Guardar a -20°C. 
 
 
Protocolo 8. Digestión con enzimas de restricción 
 
a. Mezclar por pipeteo el DNA a cortar en una concentración de 0,2-1 µg (por reacción), 
el buffer de la enzima a una concentración final de 1X, la cantidad de agua necesaria 
para alcanzar el  volumen final deseado (entre 20 y 30 µL) y la enzima de restricción 
(1-10 unidades).  
b. Centrifugar brevemente para colectar el líquido en el fondo. 
c. Incubar entre 1 y 4 horas a 37°C, en la mayoría de los casos, aunque existen 
enzimas con temperaturas de trabajo óptimas diferentes.   
d. Al finalizar el procedimiento es necesario inactivar las enzimas lo cual se logra 
calentando a 65°C durante 20 minutos o por la adición de agentes quelantes. 
 
 
Protocolo 9. Mapeo de restricción 
  
El mapeo de restricción in silico permite determinar que enzimas utilizar y los resultados 
esperados de un mapeo real, el programa usado para la construcción de plásmidos y 
mapas de restricción se llama ApE (A Plasmid Editor) [93]. Teniendo en cuenta la 
información obtenida del mapeo de restricción in silico se establecía que enzimas utilizar. 
 
a. Mezclar por pipeteo el DNA a cortar en una concentración de 0,2-1µg (por reacción), 
el buffer de la enzima a una concentración final de 1X, la cantidad de agua necesaria 
para alcanzar el  volumen final deseado (entre 10 y 30 µL) y la enzima de restricción 
(1-10 unidades).  
b. Repetir por separado este procedimiento para cada una de las enzimas deseadas. 
c. Centrifugar brevemente para colectar el líquido en el fondo del tubo. 
d. Incubar entre 1 y 4 horas a 37°C, en la mayoría de los casos. 
e. Al finalizar el procedimiento es necesario inactivar las enzimas lo cual se logra 
calentando a 65°C durante 20 minutos o agregando agentes quelantes según sea el 
caso. 
f. Con las muestras correr un gel de agarosa al 1% y establecer si el tamaño de los 
fragmentos generados con cada enzima corresponden a los predichos por el mapeo 
de restricción in silico. 
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Protocolo 10. Determinación de secuencia de DNA 
 
Para determinar la secuencia de DNA se contrató un servicio de secuenciación externo a 
la Universidad Nacional de Colombia. Los resultados de la secuencia fueron comparados 
con las secuencias  consignadas en la base de datos NCBI, teniendo en cuenta las 
variaciones esperadas. 
 
Las muestras se prepararon según las especificaciones particulares del servicio de 
secuenciación. Generalmente: los plásmidos o productos de PCR se purificaron usando 
el kit comercial de Axygen, permitiendo un secado eficiente antes de eluir (para eliminar 
cualquier traza de etanol). Los plásmidos a secuenciar fueron eluidos con agua en lugar 
de buffer y la concentración se ajustó a ~100 ng/µL.  
 
 
Protocolo 11. Reacción de Ligación de DNA  
 
a. Mezclar por pipeteo los fragmentos de DNA a ligar (0,1-5 µg), el buffer de la ligasa a 
una concentración final de 1X, el agua necesaria para completar el volumen de 
reacción (que es generalmente 10 o 20 µL) y la DNA ligasa (20-500 U).   
b. Incubar entre 2-18 horas a la temperatura óptima de la enzima (generalmente entre 
10 y 22°C). 
c. Proceder inmediatamente a la transformación.  
 
 
 
Protocolo 12: Extracción de RNA de micobacterias – Método del TRIzol 
 
Recomendaciones iniciales: 
 Usar cabina de flujo laminar, tapabocas, guantes y bata, evitando hablar durante todo 
el procedimiento.  
 Limpiar previamente las superficies y el exterior de todo el material a usar con NaOH 
0,4M. 
 Tratar el interior del material de vidrio con agua DEPC.  
 Usar puntas con filtro nuevas, libres de RNasas.  
 Autoclavar todo el material dos veces envolviéndolo en papel aluminio para evitar 
contaminaciones.  
 
Materiales: 
 Tubos O-ring 
 Perlas de vidrio 0,1 mm en agua DEPC 
 Falcon de 50 mL 
 Falcon de 15 mL 
 Eppendorf de 1,5 mL 
 Micropipetas 
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 Centrifuga 
 
Reactivos: 
 DEPC: se guarda en la nevera, muy volátil, muy tóxico, se puede autoclavar (aunque 
no es siempre necesario). 
 TRIzol: muy tóxico, se guarda en la oscuridad (Invitrogen) 
 Cloroformo: exclusivo RNA 
 Etanol al 80% en agua DEPC: exclusivo RNA 
 Inhibidor de RNasas: se guarda en congelador 
 Isopropanol: exclusivo RNA 
 TE 0,5X en agua DEPC: preparar a partir de stock estéril con agua DEPC 
  Agua libre de RNasas: añadir 0,5 mL de DEPC a 1 L de agua Mili Q y agitar toda la 
noche. Autoclavar cada vez que se use. 
 
Cultivo: 
a. Inocular en 50 mL de 7H9-ADC-Tween 0,05% un precultivo de micobacteria crecido 
hasta fase estacionaria (por duplicado). Si las bacterias proceden de en stock de 
glicerol, se necesitan 2-3 pases previos en 10 mL 7H9-ADC-Tween 0.05%. 
b. Incubar a 37°C, hasta una OD600= 0,3-0,5 aproximadamente. 
 
Primer día: 
 
a. Centrifugar el cultivo en falcon de 50 mL durante 10 min a 3500rpm y temperatura 
ambiente.  
b. Descartar el sobrenadante, resuspender las células en 1 mL de agua DEPC.  
c. Mezclar bien hasta obtener una solución homogénea aspirando/expulsando con la 
micropipeta durante 5 seg. 
d. Transferir a un eppendorf de 1,5 mL de fondo cónico. 
e. Centrifugar a 5000 rpm por 10 min a temperatura ambiente.  
f. Desechar cuidadosamente el sobrenadante y repetir el lavado con agua DEPC dos 
veces más. 
g. Desechar cuidadosamente el sobrenadante y escurrir al máximo sobre una toalla de 
papel. 
h. Continuar el procedimiento en hielo siempre que sea posible, resuspender las 
células en 1 mL de TRIzol y adicionar 1 µL de inhibidor de RNasas. 
i. Mantener a temperatura ambiente durante 5 minutos. 
j. Transferir 1 mL de la suspensión a tubos O-ring que contengan 500 µL de perlas de 
vidrio. 
k. Colocar en el Mini BeadBeater cada muestra 6 veces velocidad máxima por 30 seg. 
Colocando en hielo luego de cada ciclo por 1 minuto.   
l. Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos a 4ºC. 
m. Transferir el sobrenadante a un eppendorf nuevo. Incubar a temperatura ambiente 
por 5 minutos y adicionar  200 µL de cloroformo. Agitar suavemente durante 15 
segundos e incubar a temperatura ambiente por 3 minutos. 
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n. Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4ºC. 
o. Cuidadosamente remover la fase acuosa (superior) y transferir a un eppendorf 
nuevo. 
p. Adicionar igual volumen de isopropanol (aproximadamente 600 µL por cada mL de 
TRIzol). 
q. Agitar con la mano y dejar toda la noche a -20ºC (en congelador).  
 
Segundo día: 
 
a. Centrifugar a 14000 rpm por 20 minutos a 4ºC. Cuidadosamente descartar el 
sobrenadante sin agitar el pellet. 
b. Adicionar 1 mL de etanol al 80% y agitar. 
 
Nota 1: Si el RNA va a ser guardado más de unas pocas semanas (hasta un año), 
guardar el pellet en etanol a -80ºC y se continua cuando se necesite.  
 
c. Centrifugar a 7500 rpm por 10 minutos a 4ºC y descartar el sobrenadante.  
d. Cuidadosamente remover el sobrenadante sin agitar el pellet. 
e. Resuspender suavemente el pellet en 50 µL de H2O DEPC o TE 0,5X. 
f. Conservar a -80ºC, etiquetar con fecha, nombre de la cepa y RNA (se puede 
mantener 1 año).  
 
Nota 2: Determinar la concentración y la calidad de la muestra midiendo la absorbancia a 
260 y 280 nm. Una absorbancia de 1 a 260 nm equivale a una concentración de 40 
µg/mL. 
 
Nota 3: es recomendable hacer un tratamiento posterior con DNasa I y correr el gel de 
agarosa para ver la integridad del RNA extraído. Preparar alícuotas según convenga. 
Realizar una PCR para comprobar contaminación con DNA.  
 
Protocolo 13: Síntesis de cDNA 
 
a. Mezclar 1µg del RNA total, 1µL de random primers (0,5µg/µL) y completar a un 
volumen final de 11µL con agua DEPC.  
b. Calentar a 65 °C por 4 minutos, para eliminar las posibles estructuras secundarias 
del RNA. 
c. Enfriar en hielo. 
d. Adicionar 4µL el buffer 5x, 2µL  de  dNTP´s (10mM), 0,5µL inhibidor de RNasas y 
1µL de transcriptasa reversa (50-200U/µL).  
e. Incubar a 30°C por 10 minutos y a 42°C durante un mínimo de dos horas.  
f. Almacenar a -20°C.  
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Protocolo 14: PCR en tiempo real 
 
a. Diluir el cDNA a una concentración final de aproximadamente 5ng/µL. 
b. Al cDNA adicionar 5 µL del 5X Express SYBR® Green ER TM Universal qPCR 
Super Mix. 
c. Agregar los oligos directo y reverso (5µM) y agua a un volumen final de 10µL. 
d. Crear el programa en el software del equipo y correr la PCR.  
 
Protocolo 15: Sobreexpresión de proteínas usando el vector lanzadera pMV261 
[129]  
 
a. Cultivar las micobacterias recombinantes hasta fase exponencial. 
b. Incubar a 45°C  durante 30 minutos. 
c. Recolectar las células por centrifugación a 8000 rpm por 10 minutos.  
d. Lavar el pellet 2 veces con buffer PBS frío.  
e. Resuspender las células en 1/50 del volumen inicial de cultivo. 
f. Adicionar un volumen de buffer de carga 2xSDS. 
g. Calentar a ebullición durante 10 minutos.  
h. Centrifugar a 10 000 rpm por 10 minutos y recuperar el sobrenadante. 
i. Analizar por SDS-PAGE. 
 
Protocolo 16: Electroforesis de Proteínas - SDS-PAGE 
 
a. Ensamblar los vidrios de la cámara de electroforesis con los espaciadores.  
b. Preparar 5,5 mL de gel de poliacrilamida al 12% (para separar proteínas de entre 15 
y 60 kDa), mezclando 2,2 mL de la solución stock  30% de acrilamida/0,8% de bis-
acrilamida, 2,2 mL de buffer Tris/HCl pH 8,8 2,5x, 1,1 mL de agua destilada, 5 µL de 
TEMED y 50 µL de persulfato de amonio al 10% fresco.  
c. Servir rápidamente el gel entre los vidrios y adicionar isopropanol para eliminar las 
burbujas. 
d. Cuando se polimerice el gel, remover el isopropanol y dejar secar.  
e. Preparar el gel de concentración mezclando 280 µL de la solución stock 30% de 
acrilamida/0,8% de bis-acrilamida, 330 µL de buffer Tris/HCl pH 6,8 5x, 1 mL de 
agua destilada, 2 µL de TEMED y 15 µL de persulfato de amonio al 10%.  
f. Servir inmediatamente sobre el gel de separación.  
g. Insertar el peine evitando la formación de burbujas.  
h. Luego de que polimerice, introducir el gel en la cámara de electroforesis.  
i. Llenar la cámara con el buffer de electroforesis y remover el peine. 
j. Adicionar 1 volumen de buffer de carga 5x a 4 volúmenes de muestra de proteína.  
k. Mezclar bien y calentar a 95°C durante 5 minutos y centrifugar. 
l. Sembrar las muestras y correr el gel a 100 V por 1 hora, hasta que el frente de 
corrido alcance el borde de los vidrios. 
m. Incubar el gel en solución de tinción de azul de Coomassie durante 1 hora con 
agitación. 
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n. Lavar el gel con agitación constante en solución de destinción entre 1 y 2 horas. 
o. Secar el gel sobre papel celofán frío.  
 
Protocolo 17: Determinación de concentraciones mínimas inhibitorias (MIC) 
usando Resazurina como indicador de crecimiento  
 
El procedimiento es descrito para M. smegmatis, aunque es aplicable a micobacterias de 
crecimiento lento con ligeras variaciones en los tiempos de incubación. (Adaptado del 
protocolo usado en el Laboratorio de Genética de Micobacterias de la Universidad de 
Zaragoza - España).  
 
a. A partir de un cultivo crecido en 7H9 o en 7H9* (Nota 2), con el antibiótico que 
corresponda al marcador del plásmido, diluir en 7H9* sin antibiótico hasta una 
concentración de 10^6 CFU/mL (aproximadamente, 50µL del cultivo saturado en 5 
mL de 7H9*, es decir, 1:100). 
b. Decidir la concentración más alta de cada antibiótico que se quiere ensayar. 
c. A partir de las soluciones stock en mg/mL, preparar una disolución del antibiótico en 
7H9* (Nota 2), cuya concentración sea cuatro veces la concentración más alta que 
se quiera ensayar (4X) en µg/mL. 
d. En cada columna de pocillos de la placa de microtiter (hay doce columnas), se 
ensaya una cepa frente a un antibiótico. 
e. En cada columna, añadir 100µL de 7H9* (NOTA 2) a tantos pocillos como 
concentraciones distintas de antibiótico se quieran ensayar (máximo siete 
concentraciones, o sea, siete pocillos). En el pocillo de la fila superior, añadir 100µL 
de la disolución de antibiótico 4X. Cambiar de punta, mezclar bien y pasar 100µL al 
pocillo de la fila siguiente y repetir esto hasta el séptimo pocillo, del que se eliminan 
100µL. (Nota: esto es para hacer diluciones a la mitad. Para otro rango de 
concentraciones, cambiar según corresponda. 
f. El octavo pocillo (el de la fila más baja), será el control de crecimiento. Se ponen 
100µL de 7H9* (Nota 2) pero no se añade antibiótico. 
g. Inocular todos los pocillos con 100µL del cultivo diluido a 10^6 CFU/mL. 
h. Si queda algún pocillo vacío en la placa, añadir 200µL de agua destilada estéril. 
i. Tapar las placas e incubarlas a 37˚C cuatro días (48 horas para LB Nota 3). 
j. El cuarto día (segundo día si se usa LB, NOTA 3), añadir 30µL de solución de 
Resazurina 0.01% (10 mg en 100 mL, es decir, 0.1 mg/mL) filtrada preparada en el 
día e incubar 24 horas más (Nota 1). 
k. Comprobar que en el pocillo del control de crecimiento el colorante ha virado de azul 
a rosa. 
l. Leer la placa en el fluorímetro: longitud de onda de excitación: 540 / 35 nm; longitud 
de onda de excitación: 590 / 20 nm. 
 
Notas:  
 
1. Peso molecular de la resazurina: 251,2 (SIGMA R-2127). 
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2. 7H9 es 7H9 con ADC al 10% y con Tween 0.05%. 7H9* es 7H9 con ADC al 10% y 
glicerol 0.2%, pero sin Tween. 
3. También se puede usar LB líquido, pero en este caso los tiempos de incubación son 
distintos. 
4. Para micobacterias de crecimiento lento, la incubación es de 8 días. Al octavo día se 
añade la resazurina y se observa el viraje a las 24 y 48 horas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
B. Anexo:                               
Información de vectores y marcadores 
de peso molecular  
Figura B-1: Marcadores de peso molecular usados en el desarrollo de la investigación. 
De izquierda a derecha: GeneRuler 100 bp DNA ladder y 1 kb DNA ladder y el marcador 
generado por la digestión de DNA del fago  con PstI. Finalmente Spectra Multicolor 
Broad Range Protein Ladder; de Fermentas. 
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Figura B-2: Vectores de expresión usados para construir los recombinantes de 
sobreexpresión de mgtC y ctpF.pET-19b y pMV261. 
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Figura B-3: Vectores de clonación usados en las construcciones genéticas de la 
investigación.  pDH5 Hyg, pGEM-T Easy y pYUB854. 
  
 
                                   
 
  
 
C. Anexo:                                
Resultados de la búsqueda con 
Hmmsearch en los proteomas  
Tabla C-1:  Resultados de la búsqueda de ATPasas tipo P en los 10 proteomas del 
MTBC escaneados. En cada sección de la tabla se muestran los resultados para cada 
proteoma. En la parte superior se muestran las 12 proteínas identificadas, y debajo de 
ellas los puntajes de hmmsearch obtenidos con cada uno de los 16 proteomas 
construidos (columna de la derecha). Valores altos representan gran similitud entre la 
proteína identificada y las usadas para construir cada HMM.  
 
CtpA CtpB CtpC CtpD CtpE CtpF CtpG CtpH CtpI CtpJ CtpV KdpB HMM 
M. t. 
H37Rv 
140,8 134,7 144,6 113,0 70,7 99,2 104,7 70,2 57,8 114,3 173,0 930,0 KdpB 
61,4 66,1 72,8 87,1 153,3 440,1 89,5 195,9 221,5 83,4 111,5 93,5 Na/K α 
52,6 46,4 61,2 41,3 134,6 371,5 79,6 161,2 183,6 59,9 83,4 67,1 Na 
58,6 59,8 71,2 96,0 138,0 424,5 78,9 183,7 209,9 80,2 107,3 101,5 H/K  α 
141,2 132,6 121,7 131,4 231,4 385,4 121,0 256,8 241,7 109,5 174,6 149,8 H 
104,5 113,7 118,4 100,5 232,4 842,8 127,5 356,6 366,8 78,7 152,7 141,4 Ca SERCA 
83,8 99,6 100,5 61,8 150,3 440,3 114,2 224,3 258,4 57,0 131,4 105,6 Ca PMCA 
61,4 59,9 67,8 35,9 122,5 315,2 60,2 181,6 202,5 28,7 80,4 54,7 Mg 
247,7 224,9 312,9 307,8 75,1 101,4 339,9 85,8 86,5 307,9 341,6 144,4 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,8 287,2 334,6 344,9 117,8 88,3 374,5 97,3 94,1 353,2 350,0 156,4 Cd,Zn,Co 
206,8 219,8 214,1 216,2 71,9 77,1 297,0 68,4 51,9 241,6 274,1 95,2 Cd,Zn 
354,0 338,1 369,9 453,9 114,7 119,7 478,6 108,9 105,3 485,4 431,6 192,3 Zn 
659,8 636,7 475,1 345,9 122,6 149,3 366,1 115,8 114,3 364,2 767,5 189,2 Cu(II) 
711,0 665,8 477,4 371,2 173,4 181,7 405,7 138,0 139,2 385,2 800,2 221,0 Cu(I) 
M. t. 
H37Ra 
140,8 134,7 144,6 113,0 70,7 99,2 104,7 70,2 57,8 114,3 173,0 930,0 KdpB 
61,4 66,1 72,8 87,1 153,3 440,1 89,5 195,9 221,5 83,4 111,5 93,5 Na/K α 
52,6 46,4 61,2 41,3 134,6 371,5 79,6 161,2 183,6 59,9 83,4 67,1 Na 
58,6 59,8 71,2 96,0 138,0 424,5 78,9 183,7 209,9 80,2 107,3 101,5 H/K  α 
141,2 132,6 121,7 131,4 231,4 385,4 121,0 256,8 241,7 109,5 174,6 149,8 H 
104,5 113,7 118,4 100,5 232,4 842,8 127,5 356,6 366,8 78,7 152,7 141,4 Ca
 
SERCA 
83,8 99,6 100,5 61,8 150,3 440,3 114,2 224,3 258,4 57,0 131,4 105,6 Ca PMCA 
61,4 59,9 67,8 35,9 122,5 315,2 60,2 181,6 202,5 28,7 80,4 54,7 Mg 
247,7 224,9 312,9 307,8 75,1 101,4 339,9 85,8 86,5 307,9 341,6 144,4 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,8 287,2 334,6 344,9 117,8 88,3 374,5 97,3 94,1 353,2 350,0 156,4 Cd,Zn,Co 
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206,8 219,8 214,1 216,2 71,9 77,1 297,0 68,4 51,9 241,6 274,1 95,2 Cd,Zn 
354,0 338,1 369,9 453,9 114,7 119,7 478,6 108,9 105,3 485,4 431,6 192,3 Zn 
659,8 636,7 475,1 345,9 122,6 149,3 366,1 115,8 114,3 364,2 767,5 189,2 Cu(II) 
711,0 665,8 477,4 371,2 173,4 181,7 405,7 138,0 139,2 385,2 800,2 221,0 Cu(I) 
M. a. 
GM041
182 
140,8 133,8 144,6 113,0 70,7 99,2 104,7 70,6 57,1 114,4 173,0 924,9 KdpB 
61,4 64,6 72,8 87,1 153,3 440,1 89,5 195,9 220,8 82,3 111,3 93,7 Na/K α 
52,6 46,0 61,2 41,3 134,6 371,5 79,6 161,1 183,1 61,0 83,5 65,2 Na 
58,6 58,6 71,2 96,0 138,0 424,5 78,9 183,7 207,9 79,3 107,3 101,6 H/K  α 
141,2 131,0 121,7 131,4 231,4 385,4 121,0 257,0 241,1 108,1 173,0 153,1 H 
104,5 113,0 118,4 100,5 232,4 842,8 127,5 356,8 369,3 78,8 152,7 143,8 Ca
 
SERCA 
83,8 98,9 100,5 61,8 150,3 440,3 114,2 224,3 263,7 56,3 131,6 109,8 Ca PMCA 
61,4 59,5 67,8 35,9 122,5 315,2 60,2 181,4 202,2 27,7 80,5 53,0 Mg 
247,4 227,7 312,9 307,8 75,1 101,4 339,9 85,9 86,8 307,8 341,8 146,1 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,8 287,0 334,6 344,9 117,8 88,3 374,5 97,3 94,0 353,8 349,0 154,0 Cd,Zn,Co 
206,8 219,8 214,1 216,2 71,9 77,1 297,0 68,4 52,2 241,6 274,4 95,2 Cd,Zn 
354,0 336,0 369,9 453,9 114,7 119,7 478,6 108,9 107,9 484,5 432,1 191,1 Zn 
659,8 635,4 475,1 345,9 122,6 149,3 366,1 115,6 116,4 362,2 767,1 186,7 Cu(II) 
711,0 666,3 477,4 371,2 173,4 181,7 405,7 138,0 139,8 386,8 801,0 218,5 Cu(I) 
M. b. 
AF2122 
97 
140,8 134,7 144,6 113,0 70,7 99,2 104,7 70,6 57,8 114,3 173,0 930,0 KdpB 
61,4 66,1 72,8 87,1 153,3 440,1 89,5 195,9 221,0 83,4 111,3 93,5 Na/K α 
52,6 46,4 61,2 41,3 134,6 371,5 79,6 161,1 181,3 59,9 83,5 67,1 Na 
58,6 59,8 71,2 96,0 138,0 424,5 78,9 183,7 209,2 80,2 107,3 101,5 H/K  α 
141,2 132,6 121,7 131,4 231,4 385,4 121,0 257,0 241,4 109,5 173,0 149,8 H 
104,5 113,7 118,4 100,5 232,4 842,8 127,5 356,8 368,7 78,7 152,7 141,4 Ca
 
SERCA 
83,8 99,6 100,5 61,8 150,3 440,3 114,2 224,3 264,7 57,0 131,6 105,6 Ca PMCA 
61,4 59,9 67,8 35,9 122,5 315,2 60,2 181,4 202,1 28,7 80,5 54,7 Mg 
247,4 228,1 312,9 307,8 75,1 101,4 339,9 86,8 86,8 307,9 341,8 144,4 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,8 288,1 334,6 344,9 117,8 88,3 374,5 97,3 93,6 353,2 349,0 156,4 Cd,Zn,Co 
206,8 219,8 214,1 216,2 71,9 77,1 297,0 68,4 51,9 241,6 274,1 95,2 Cd,Zn 
354,0 339,5 369,9 453,9 114,7 119,7 478,6 108,9 107,9 485,4 432,1 192,3 Zn 
659,8 638,0 475,1 345,9 122,6 149,3 366,1 115,6 118,0 364,2 767,1 189,2 Cu(II) 
711,0 667,8 477,4 371,2 173,4 181,7 405,7 138,0 140,8 385,2 801,0 221,0 Cu(I) 
M. b.  
BCG 
str. 
Pasteur 
1173P2 
140,8 134,7 144,6 113,0 70,7 101,1 104,7 70,6 57,8 114,3 173,0 930,0 KdpB 
61,4 66,1 72,8 87,1 153,3 439,1 89,5 195,9 221,0 83,4 111,3 93,5 Na/K α 
52,6 46,4 61,2 41,3 134,6 371,3 79,6 161,1 181,3 59,9 83,5 67,1 Na 
58,6 59,8 71,2 96,0 138,0 424,7 78,9 183,7 209,2 80,2 107,3 101,5 H/K  α 
141,2 132,6 121,7 131,4 231,4 385,1 121,0 257,0 241,4 109,5 173,0 149,8 H 
104,5 113,7 118,4 100,5 232,4 842,3 127,5 356,8 368,7 78,7 152,7 141,4 Ca
 
SERCA 
83,8 99,6 100,5 61,8 150,3 439,9 114,2 224,3 264,7 57,0 131,6 105,6 Ca PMCA 
61,4 59,9 67,8 35,9 122,5 317,2 60,2 181,4 202,1 28,7 80,5 54,7 Mg 
247,4 228,1 312,9 307,8 75,1 101,7 339,9 86,8 86,8 307,9 341,8 144,4 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,8 288,1 334,6 344,9 117,8 87,1 374,5 97,3 93,6 353,2 349,0 156,4 Cd,Zn,Co 
206,8 219,8 214,1 216,2 71,9 78,7 297,0 68,4 52,2 241,6 274,4 95,2 Cd,Zn 
354,0 339,5 369,9 453,9 114,7 118,8 478,6 108,9 107,9 485,4 432,1 192,3 Zn 
659,8 638,0 475,1 345,9 122,6 148,4 366,1 115,6 118,0 364,2 767,1 189,2 Cu(II) 
711,0 667,8 477,4 371,2 173,4 182,0 405,7 138,0 140,8 385,2 801,0 221,0 Cu(I) 
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M. b. 
BCG 
str. 
Tokyo 
172 
140,8 134,7 144,6 113,0 70,7 101,1 104,7 70,6 57,8 114,3 173,0 930,0 KdpB 
61,4 66,1 72,8 87,1 153,3 439,1 89,5 195,9 221,0 83,4 111,3 93,5 Na/K α 
52,6 46,4 61,2 41,3 134,6 371,3 79,6 161,1 181,3 59,9 83,5 67,1 Na 
58,6 59,8 71,2 96,0 138,0 424,7 78,9 183,7 209,2 80,2 107,3 101,5 H/K  α 
141,2 132,6 121,7 131,4 231,4 385,1 121,0 256,8 241,4 109,5 173,0 149,8 H 
104,5 113,7 118,4 100,5 232,4 842,3 127,5 356,8 368,7 78,7 152,7 141,4 Ca
 
SERCA 
83,8 99,6 100,5 61,8 150,3 439,9 114,2 224,3 264,7 57,0 131,6 105,6 Ca PMCA 
61,4 59,9 67,8 35,9 122,5 317,2 60,2 181,4 202,1 28,7 80,5 54,7 Mg 
247,4 228,1 312,9 307,8 75,1 101,7 339,9 86,8 86,8 307,9 341,8 144,4 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,8 288,1 334,6 344,9 117,8 87,1 374,5 97,3 93,6 353,2 349,0 156,4 Cd,Zn,Co 
206,8 219,8 214,1 216,2 71,9 78,7 297,0 68,4 52,2 241,6 274,4 95,2 Cd,Zn 
354,0 339,5 369,9 453,9 114,7 118,8 478,6 108,9 107,9 485,4 432,1 192,3 Zn 
659,8 638,0 475,1 345,9 122,6 148,4 366,1 115,6 118,0 366,1 767,1 189,2 Cu(II) 
711,0 667,8 477,4 371,2 173,4 182,0 405,7 138,0 140,8 385,2 801,0 221,0 Cu(I) 
M. c. 
CIPT 
140010
059 
138,4 134,7 143,8 113,1 70,7 100,0 105,2 70,0 57,8 116,1 172,3 931,8 KdpB 
61,9 66,1 72,8 87,1 153,3 447,4 88,3 192,3 221,5 83,7 111,7 92,0 Na/K α 
52,2 46,4 61,2 41,4 134,6 369,8 77,3 160,4 183,6 59,8 82,8 67,2 Na 
58,3 59,8 71,4 95,9 138,0 430,0 79,0 177,6 209,9 80,7 106,7 100,1 H/K  α 
142,6 132,4 121,5 131,4 231,4 383,9 120,4 256,8 241,7 109,6 173,4 149,4 H 
104,3 113,7 118,2 99,5 232,4 848,8 126,3 356,4 366,8 78,4 153,5 141,3 Ca
 
SERCA 
84,4 99,6 100,6 60,9 150,3 440,4 111,2 224,6 258,4 56,7 131,9 102,2 Ca PMCA 
60,9 59,9 68,3 35,7 122,5 313,1 62,2 178,7 202,5 28,5 79,4 55,1 Mg 
246,9 227,8 313,3 309,3 75,1 100,7 344,3 82,1 86,5 308,2 344,1 144,1 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,3 288,1 334,6 347,0 117,8 88,8 376,7 96,3 94,1 354,6 348,0 156,0 Cd,Zn,Co 
204,4 219,8 214,7 219,6 71,9 77,1 297,8 67,2 51,9 242,8 273,6 95,9 Cd,Zn 
351,9 339,4 370,1 454,4 114,7 121,0 479,4 108,9 105,3 488,9 432,6 192,4 Zn 
655,6 637,8 476,4 345,8 122,6 149,3 366,9 114,2 114,3 365,5 768,5 188,9 Cu(II) 
705,1 667,6 477,9 370,3 173,4 182,5 405,3 140,7 139,2 384,8 801,2 220,2 Cu(I) 
M. t. 
F11 
141,0 134,7 144,6 113,0 70,7 99,2 104,7 70,6 57,8 114,3 172,9 930,0 KdpB 
61,8 66,1 72,8 87,1 153,3 440,1 89,5 195,9 221,5 83,4 111,6 93,5 Na/K α 
52,5 46,4 61,2 41,3 134,6 371,5 79,6 161,1 183,7 59,9 83,2 67,1 Na 
58,6 59,8 71,2 96,0 138,0 424,5 78,9 183,7 210,0 80,2 107,1 101,5 H/K  α 
140,2 132,6 121,7 131,4 231,4 385,4 121,0 257,0 241,7 109,5 174,4 149,8 H 
105,3 113,7 118,4 100,5 232,4 842,8 127,5 356,8 367,9 78,7 152,4 141,4 Ca
 
SERCA 
83,8 99,6 100,5 61,8 150,3 440,3 114,2 224,3 259,0 57,0 126,8 105,6 Ca PMCA 
61,4 59,9 67,8 35,9 122,5 315,2 60,2 181,4 202,6 28,7 80,2 54,7 Mg 
248,4 228,1 312,9 307,8 75,1 101,4 339,9 86,6 86,8 307,9 341,4 144,4 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,7 288,1 334,6 344,9 117,8 88,3 374,5 97,3 94,1 353,2 350,0 156,4 Cd,Zn,Co 
207,0 219,8 214,1 216,2 71,9 77,1 297,0 68,4 51,9 241,6 274,0 95,2 Cd,Zn 
353,2 339,5 369,9 453,9 114,7 119,7 478,6 108,9 105,3 485,4 431,5 192,3 Zn 
660,8 638,0 475,1 345,9 122,6 149,3 366,1 115,6 114,4 364,2 767,4 189,2 Cu(II) 
711,0 667,8 477,4 371,2 173,4 181,7 405,7 138,0 139,2 385,2 800,2 221,0 Cu(I) 
M. t. 
KZN 
1435 
140,8 134,7 144,6 113,0 70,7 99,2 104,7 70,6 57,8 114,3 172,9 930,0 KdpB 
61,4 66,1 72,8 87,1 153,3 440,1 89,5 195,9 221,5 83,4 111,6 93,5 Na/K α 
52,6 46,4 61,2 41,3 134,6 371,5 79,6 161,1 183,7 59,9 83,2 67,1 Na 
58,6 59,8 71,2 96,0 138,0 424,5 78,9 183,7 210,0 80,2 107,1 101,5 H/K  α 
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141,2 132,6 121,7 131,4 231,4 385,4 121,0 257,0 241,7 109,5 174,4 149,8 H 
104,5 113,7 118,4 100,5 232,4 842,8 127,5 356,8 367,9 78,7 152,4 141,4 Ca
 
SERCA 
83,8 99,6 100,5 61,8 150,3 440,3 114,2 224,3 259,0 57,0 126,8 105,6 Ca PMCA 
61,4 59,9 67,8 35,9 122,5 315,2 60,2 181,4 202,6 28,7 80,2 54,7 Mg 
247,7 225,1 312,9 307,8 75,1 101,4 339,9 86,6 86,8 307,9 341,4 144,4 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,8 286,5 334,6 344,9 117,8 88,3 374,5 97,3 94,1 353,2 350,0 156,4 Cd,Zn,Co 
206,8 220,4 214,1 216,2 71,9 77,1 297,0 68,4 51,9 241,6 274,0 95,2 Cd,Zn 
354,0 337,0 369,9 453,9 114,7 119,7 478,6 108,9 105,3 485,4 431,5 192,3 Zn 
659,8 636,4 475,1 345,9 122,6 149,3 366,1 115,6 114,4 364,2 767,4 189,2 Cu(II) 
711,0 665,8 477,4 371,2 173,4 181,7 405,7 138,0 139,2 385,2 800,2 221,0 Cu(I) 
M. t. 
CDC 
1551 
140,8 134,7 144,6 113,0 70,7 99,2 104,7 70,2 57,8 114,3 173,0 930,0 KdpB 
61,4 66,1 72,8 87,1 153,3 440,1 89,5 195,9 221,5 83,4 111,5 93,5 Na/K α 
52,6 46,4 61,2 41,3 134,6 371,5 79,6 161,2 183,6 59,9 83,4 67,1 Na 
58,6 59,8 71,2 96,0 138,0 424,5 78,9 183,7 209,9 80,2 107,3 101,5 H/K  α 
141,2 132,6 121,7 131,4 231,4 385,4 121,0 256,8 241,7 109,5 174,6 149,8 H 
104,5 113,7 118,4 100,5 232,4 842,8 127,5 356,6 366,8 78,7 152,7 141,4 Ca
 
SERCA 
83,8 99,6 100,5 61,8 150,3 440,3 114,2 224,3 258,4 57,0 131,4 105,6 Ca PMCA 
61,4 59,9 67,8 35,9 122,5 315,2 60,2 181,6 202,5 28,7 80,4 54,7 Mg 
247,7 224,9 312,9 307,8 75,1 101,4 339,9 85,8 86,5 307,9 341,6 144,4 Pb,Cd,Zn,Hg 
311,8 287,2 334,6 344,9 117,8 88,3 374,5 97,3 94,1 353,2 350,0 156,4 Cd,Zn,Co 
206,8 219,8 214,1 216,2 71,9 77,1 297,0 68,4 51,9 241,6 274,1 95,2 Cd,Zn 
354,0 338,1 369,9 453,9 114,7 119,7 478,6 108,9 105,3 485,4 431,6 192,3 Zn 
659,8 636,7 475,1 345,9 122,6 149,3 366,1 115,8 114,3 364,2 767,5 189,2 Cu(II) 
711,0 665,8 477,4 371,2 173,4 181,7 405,7 138,0 139,2 385,2 800,2 221,0 Cu(I) 
 
Tabla C-2: Resultados de la búsqueda de ATPasas tipo P en el proteoma de M. 
smegmatis mc2155    
 
 
A0R277 A0R542 A0R3A7 A0R396 A0R3Y2 A0QZ77 HMM 
M. smegmatis mc
2
155 
171,9 137,5 121,2 915,9 69,1 112,5 KdpB 
80,2 76,6 80,1 81,0 156,3 417,7 Na/K α 
58,5 67,4 57,7 70,3 135,4 349,6 Na 
82,6 73,3 89,5 89,2 144,9 413,2 H/K  α 
139,0 128,5 117,8 145,8 222,5 420,5 H 
141,8 116,7 94,4 136,0 235,6 847,2 Ca
 
SERCA 
110,2 107,3 72,7 118,3 154,3 465,7 Ca PMCA 
65,2 49,1 41,2 43,8 115,2 296,0 Mg 
260,6 306,5 294,8 149,4 80,8 103,3 Pb,Cd,Zn,Hg 
339,0 341,7 347,8 144,0 117,6 84,5 Cd,Zn,Co 
260,5 226,1 218,9 56,1 58,5 39,1 Cd,Zn 
416,9 374,1 481,6 175,8 116,4 132,0 Zn 
744,8 451,8 354,6 208,4 123,7 136,0 Cu(II) 
769,4 461,8 388,3 219,5 167,9 138,3 Cu(I) 
 
  
 
D. Anexo:                             
Alineamiento múltiple de las proteínas 
MgtC y CtpF del MTBC 
Figura D-1: Alineamiento múltiple de las secuencias de MgtC del MTBC (PRALINE). 
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Figura D-2: Alineamiento múltiple de las secuencias de CtpF del MTBC (PRALINE).  
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